Ciclo celular y fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer relevancia de estudios en células extraneuronales by Muñoz Morón, Úrsula
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID
 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS
TESIS DOCTORAL
MEMORIA PARA OPTAR AL GRADO DE DOCTOR
 PRESENTADA POR 
 Úrsula Muñoz Morón
DIRECTOR:
 María Ángeles Martín-Requero
Madrid, 2015
© Úrsula Muñoz Morón, 2007
Ciclo celular y fisiopatología de la enfermedad de Alzheimer 
: relevancia de estudios en células extraneuronales 
 Departamento de Bioquímica y Biología Molecular
UNIVERSIDAD COMPLUTENSE DE MADRID 
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÔGICAS 
Dpto. de Bioqmmica y Biologia Molecular
r  I u iV
clc^
CICLO CELULAR Y FISIOPATOLOGIA DE LA 
ENFERMEDAD DE ALZHEIMER. RELEVANCIA DE 
ESTUDIOS EN CÉLULAS EXTRANEURONALES
■b 035^0fôs?
Tesis presentada por Ursula Munoz Moron para optar al grado de Doctora per la
Universidad Complutense de Madrid
V°B° Directora de tesis V°B° Tutor de tesis Doctoranda
Dra. Angeles Martin Requero Ursula Mufioz Morôn
La presente tesis ha sido realizada en el Departamento de Fisiopatologia Celular y 
Molecular del Centro de Investigaciones Biolôgicas, del C.S.I.C., con fondos aportados por 
el Fondo de Investigaciones Sanitarias (01/1194) y PI04/0312 del Ministerio de Sanidad y 
Consumo y por el Ministerio de Educaciôn y Ciencia (SAF 2003-01458). Parte de esta 
tesis ha sido publicada:
Munoz U, Cuevas N, Bartolomé F, Hermida O.G, Bermejo F y Martin- 
Requero A. “The cyclopentenone IS-deoxy-A^^’^ '^-prostaglandin J2 inhibits 
Gi/S transition and retinoblastoma protein phosphorylation in immortalized 
lymphocytes from Alzheimer’s disease patients”. Exp. Neurol. (2005) 195, 
508-517
Munoz U, Bartolomé F, Bermejo F y Martm-Requero A. “Enhanced 
proteasome-dependent degradation of the CDK inhibitor p27 '^^^ in 
inmortalizad lymphocytes from Alzheimer’s dementia patients”. 
Neurobiol. Aging (2007), doi: 10.1016/j.neurohiolaging.2007.03.013. En 
prensa
Ademas, ha dado lugar a las siguientes comunicaciones en congresos nacionales, e 
intemacionales:
• Munoz U, Cuevas N, Hermida O.G. y Martm-Requero A. “The 
cyclopentenone 15-deoxy-A*^’‘'*-prostaglandin J2 inhibits Gi/S transition 
and retinoblastoma protein phosphorylation in immortalized 
lymphocytes from Alzheimer’s disease patients”
9th International Conference on Alzheimer’s Diseases and Related 
Disorders. Philadelphia, USA 2004.
• Munoz U, Cuevas N, Bartolomé F y Martm-Requero A. “E nh^ced  
proteasome-dependent degradation of the CDK inhibitor p27*^ ‘*’^  in 
immortalized lymphocytes from Alzheimer’s dementia patients”
30th FEBS Congress and 9th lUBMB Conference. Budapest, 2005
• Munoz U, , Bartolomé F, Cuevas N y Martm-Requero A. “Alteracion 
en la degradacion de p27"^ '^  ^ en el proteasoma en linfocitos 
inmortalizados de pacientes de Alzheimer”
XXVIII Congreso de SEBBM. Zaragoza 2005
• Bartolomé F, Cuevas N, Munoz U y Martm-Requero A. “Papel de 
Ca^VCalmodulina en el control de supervivencia/muerte celular en 
linfocitos inmortalizados de pacientes de Azheimer”
XXVIII Congreso de SEBBM. Zaragoza 2005
' Martm-Requero A, Bartolomé F, Munoz U y Bermejo F. 
“Ca^VCalmodulin-mediated modulation of ERKl/2 activation regulates 
survival o f lymphoblasts from patients with Alzheimer dementia”
10th International Conference on Alzheimer’s Diseasse and Related 
Disorders. Madrid 2006
• Munoz U, Bartolomé F, Sala S y Martm-Requero A.
“Papel de la interaccion entre las vias de senalizacion Ca^^/Calmodulina, 
PI3-K/Akt y ERKl/2 en el control de supervivencia/muerte celular en 
linfohlastos de pacientes de Alzheimer”
XXIX Congreso de SEBBM, Elche 2006
► Munoz U, Bartolomé F y Martm-Requero A.
“PPARy-independent inhibition of PI3-K/Akt by IS-deoxy-A^^’*"^- 
prostaglandin J2 increases p27*^ ‘'’ protein levels in immortalized 
lymphocytes from Alzheimer’s disease patients”
III Meeting on the Molecular Mechanisms of Neurodegeneration,
Milan 2007
A mis padres
Caminamos por sendas intrincadas y largos vericuetos hacia la evidencia.
Pedro Munoz
Llegado el momento de escribir los agradecimientos de mi tesis no tengo ni idea 
de como expresar mi gratitud a tantas personas que ban ayudado bien directamente o 
indirectamente a que este sueno se baya hecho realidad.
Sin mas rodeos aunque con el proposito de no olvidar a nadie empiezo 
agradeciendo muy especialmente a la persona que me brindo la oportunidad de poder 
iniciar y concluir este trabajo en un ambiente de confîanza y afecto, la Dra. Angeles 
Martin Requero, a la que también quiero agradecer su generosidad a la hora de 
compartir su capacidad y su experiencia cientifica.
También quiero agradecer a las personas que ban formado parte de mi 
laboratorio, la Dra. Ofelia Garcia Hermida, por sus consejos y sus mimos, a Coti por 
todo lo que me bas ensenado tanto dentro como fuera del laboratorio, por hacerme sentir 
parte de tu familia y hacer que nunca me encuentre sola, en definitiva por ser como eres. 
A Fernando, por tantos momentos compartidos en este laboratorio, porque a pesar de tus 
manias te quiero mogollôn.
A los miembros del departamento de Fisiopatologia Celular y Molecular, 
empezando por el Dr. Roberto Parrilla y la Dra. Matilde Sânchez Ayuso por su valia 
profesional y por impulsar los seminarios gracias a los cuales puedo luchar contra mi 
timidez, a la Dra. Consuelo Gonzalez Manchon y el Dr. Ramôn Rodriguez, por su 
ayuda tanto en lo profesional como en lo personal. Por ultimo, dentro del departamento 
quisiera agradecer a Tomâs los huenos momentos en la cafeteria, a Elenita tener 
siempre una sonrisa y estar dispuesta a echarme una mano, a Nora por ser tan buena 
persona y generosa a la hora de ayudar y a Susana por su discreciôn y valia cientifica.
A los chicos del CIB: Raquelita, Afri, Eva, Laura, Rodri, Dina, Mariam, Adam, 
Dario, Simone, Oscar, Juan, Emilio y Jimena por tantos huenos momentos compartidos 
tanto dentro como fuera del centro, por crear una familia en el trabajo y en especial a 
Gaizka, Asier y Sonia porque os quiero.
A la gente que he conocido en Madrid y me ban hecho sentir como si estuviera 
en casa: Javi, Sandra y Jésus, Carlos y Maria, Patri, Monica, Alicia y mi querida amiga 
Amaia (que te voy a decir que no sepas.................)
A mis amigos de Huelva en especial a Mari (Carmen para los madrilenos) por 
tantas cosas que hemos pasado juntas por haherme aguantado tantos anos, porque
contigo he empezado y acabado las etapas mas bonitas de mi vida, por amar a Huelva 
tanto como yo y ser casi como una hermana.
A mi amigo Rafa porque sabes que sin ti nunca hubiera llegado a este punto. 
GRACIAS por confiar en mi.
También quisiera agradecer la labor del Dr. Félix Bermejo, del Departamento de 
Neurologia, del Hospital 12 de Octubre, de Madrid, la cual ha sido fundamental para el 
desarrollo de esta tesis.
Gracias también al Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la 
Universidad Complutense de Madrid y en especial al Dr. José Castro Pérez, por haber 
aceptado la tutela de esta tesis.
A mis padres, por infmidad de cosas, por quererme, ayudarme, porque siempre 
estais ahi para aguantar mis problemas, porque sois mi tesoro y lo mas importante de mi 
vida. Porque nunca podré agradeceros lo que habéis hecho por mi partiendo siempre de 
vuestro sacrificio, por todo esto y mucho mas esta tesis es mas vuestra que mia.
Indice
INDICE
Abreviaturas 1
INTRODUCCIÔN 5
1. Definiciôn e historia 6
2. Epidemiologia, Etiologia y Diagnôstico 9
3. Neurobiologia y Neuropatologia de la enfermedad de Alzheimer (EA) 13
3.1. V ulnerabilidad 13
3.2. Plaças neuriticas 13
3.3. Ovillos neurofibrilares. Alteraciones en el citoesqueleto 15
4. Mécanismes moleculares implicados en la degeneraciôn neuronal en la EA 17
4.1. (3-amiloide 18
4.2. Hiperfosforilaciôn de la proteina tau 22
4.3. Inflamaciôn y EA 25
4.4. Estrés oxidativo y EA 28
4.5. Ciclo celular y EA 29
4.5.1. Alteraciones mitôticas en la EA 3 0
4.5.2. Reactivaciôn del ciclo celular y muerte neuronal 33
4.5.3. Apoptosis neuronal 34
4.5.4. La entrada en ciclo es necesaria pero no suflciente para
causar pérdida neuronal 35
4.5.5. Mécanismes de senalizacion implicados en la reactivaciôn
del ciclo celular en la EA 37
5. Utilizaciôn de células extraneuronales en el estudio de la patogénesis de EA 41
OBJETIVOS DE LA TESIS Y PLANTEAMIENTO EXPERIMENTAL 47
MATERIALES Y MÉTODOS 51
1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y establecimiento
de Ifneas celulares linfoblâsticas 52
1.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica 52
1.2. Aislamiento de linfocitos B 53
1.3. Establecimiento de lineas celulares linfoblâsticas 54
1.3.1. Producciôn del virus Epstein-Barr 5 5
1.3.2. Transformaciôn de linfocitos 55
Indice
2. Métodos analiticos 56
2.1. Determinaciôn de intermediarios 56
2.1.1. Determinaciôn de glucosa 56
2.1.2. Determinaciôn de lactato 57
2.2. Anâlisis del ciclo celular 57
2.3. Determinaciôn de la proliferaciôn celular 58
2.4. Determinaciôn de la apoptosis celular 59
2.4.1. Incorporaciôn de loduro de Propidio 59
2.4.2. Inclusiôn/exposiciôn de loduro de Propidio
y fosfatidilserina 59
2.5. Inmunodetecciôn y EMS A 59
2.5.1. Preparaciôn de extractos celulares y nucleares 59
2.5.2. Western Blotting 60
2.5.3. Inmunoprecipitaciôn y ensayo de la actividad quinasa del
complejo ciclina E/CDK2 62
2.5.4. Inmunolocalizaciôn de p27 62
2.5.5. Ensayos de movilidad electroforética (EMSA) 63
2.6. Determinaciôn de la actividad del proteasoma 64
3. Anâlisis estadistico 64
RESULTADOS 65
1. Establecimiento de las lineas linfoblâsticas 66
1.1. Descripciôn de los individuos donantes de sangre 66
2. Actividad proliferativa de linfoblastos de donantes contrôles y pacientes con
EA 71
2.1. Efecto del suero sobre la proliferaciôn celular 71
2.2. Estudio de la vias de senalizaciôn celular implicadas en la respuesta
proliferativa al suero 72
2.3. Actividad proliferativa y metabôlica de linfoblastos de individuos
contrôles y pacientes con EA 75
2.4. Actividad proliferativa de linfoblastos de individuos control y
pacientes con DCLw 77
2.5. Expresiôn de proteinas reguladoras del ciclo celular 77
II
Indice
2.6. Estado del ciclo celular y niveles de p27 en CMSP y linfocitos B de
individuos contrôles y pacientes con EA. 79
3. Regulaciôn del contenido celular de p27 81
3.1. Determinaciôn de la vida media de p27 en linfoblastos contrôles y de
EA 81
3.2. Papel de la via ubiquitin-proteasoma en la degradaciôn de p27 en
linfocitos inmortalizados 83
3.2.1. Actividad del proteasoma en linfoblastos contrôles y de EA 85
3.2.2. Relaciôn entre fosforilaciôn de p27 en T h rl87 y niveles de
p27 en linfoblastos donantes contrôles y de EA 86
3.3. Localizaciôn celular de p27 en linfoblastos donantes contrôles y de
EA 88
3.4. Estudio de las principales vias implicadas en el control de la
fosforilaciôn de p27 89
3.4.1. Implicaciôn de PI3-K en el control de la degradaciôn de p27 90
3.5. Papel de Ca^VCaM en el control de la degradaciôn de p27 mediada
por PI3-K/Akt 92
3.6. Efecto de los inhibidores de CaM quinasa y calcineurina en la
fosforilaciôn de Akt y contenido celular de p27 95
4. Papel de la activaciôn de PPARy en la respuesta proliferativa de linfoblastos
contrôles y de EA 96
4.1. Expresiôn y activaciôn de PPARy 96
4.2. Efecto de 15d-PGJ2 sobre proliferaciôn celular. Dosis respuesta 98
4.2.1. Efecto de la 1 ôd-PGJ] sobre el ciclo celular 104
4.2.2. Efectos de la 15d-PGJ2 en la expresiôn y el estado de 
fosforilaciôn de proteinas reguladoras del ciclo celular 106
4.3. Regulaciôn de los niveles de p27 por 15d-PGJ2 108
4.3.1. Efecto de la 15d-PGJ2 sobre la actividad del proteasoma 109
4.4. Efecto de la 15d-PGJ2 sobre la actividad PI3-K/Akt 112
4.5. Efecto de la 9,10 dihidro-15d-PGJ2 sobre proliferaciôn celular,
niveles de p27 y sobre la actividad PI3-K/Akt 114
III
Indice
DISCUSIÔN 117
1. Caracterizaciôn de las lineas linfoblâsticas con EA 118
2. Alteracion en la actividad proliferativa de linfoblastos de pacientes con EA 120
3. Papel de la via de senalizacion Ca^VCaM en el control de proliferaciôn de 
linfoblastos de individuos contrôles y de EA 125
4. Papel de PPARy en el control de proliferaciôn de linfoblastos de individuos 
contrôles y de EA 130
CONCLUSIONES 137
BIBLIO G RA FIA  140
IV
Abreviaturas
ABREVIATURAS
ISd-PGJ]: IS-deoxy-A^^’^ '^-prostaglandina J2 
AP: P-amiloide
AACT: a-1 antiquimiotripsina 
ACE: acetil colinesterasa 
ADN: âcido desoxirribonucleico
ADRDA: del inglés Alzheimer's Disease and Related Disorders Association 
(Asociacion de Alzheimer y Enfermedades Relacionadas).
AINEs: antiinflamatorios no esteroideos 
A2M: a-2 macro globulina 
APO E: apolipoproteina E
APP: del inglés Amyloid Precursor Protein o f  Alzheimer's disease (Proteina Precursora 
de Amiloide)
APP-BPl : del inglés Amyloid beta Precursor Protein Binding Protein 1. (Proteina 1 de 
union a APP).
ARN: acido rihonucleico 
ATP: adenosin trifosfato 
BACE: enzima P-secretasa
BCHE: del inglés Butyrylcholinesterase. (Butirilcolinesterasa)
CaM: calmodulina
CaMKII: calmodulina quinasa II
CaM KK: calmodulina quinasa quinasa
CDKs: del inglés Cyclin-Dependent Kinases (Quinasa Dependiente de Ciclina)
CDKI: del inglés Cyclin-Dependent Kinases Inhibitor (Inhihidor de Quinasa 
Dependiente de Ciclina)
CMSP: Células Mononucleares de Sangre Periférica
CMZ: calmidazolium
COX: ciclooxigenasa
DABCO: 4 diazabiciclo (2,2,2) octano
Dapi: 4',6-Diamidino-2-fenilindol dihidrocloruro
Abreviaturas
DFT; Demencia Frontotemporal
DMSO: dimetilsulfôxido
DTT : ditiotritol
DCL: deterioro cognitivo leve
EA: Enfermedad de Alzheimer
EAF: Enfermedad de Alzheimer Familiar
EBV: Epstein-Barr Virus
ECL: del inglés Enhanced chemiluminiscent
EDTA: âcido etilen diamino tetracético
EEG: Electroencefalograma
EGTA: âcido etilenglicol tetracético
EL A: Esclerosis Lateral Amiotropica.
EMSA: del inglés Electrophoretic Mobility Shift Assay (Ensayo de Movilidad 
Electroforética)
FBS: del inglés Fetal Bovine Serum (Suero Fetal Bovino)
FHA: Filamentos Helicoidales Apareados
FISH: del inglés Fluorescence In Situ Hybridation (Fluorescencia de Hibridacion In 
Situ)
G| (fase): gap 1 
G] (fase): gap 2
GNDC: Grupo de Neurologia de la Conducta y de Demencias 
h: horas
H7 : 1 -(5-isoquinolinilsulfonil)-2-metilpiperacina
Hepes: N-[2-hidroxietil] piperacina-N’ - [2-âcido etanosulfonico]
hKIS: del inglés human Kinase Interactin Stahmin
IDE: del inglés Insulin Degrading Enzyme (Enzima Dégradante de Insulina)
IL -la: interleuquina lA
IL-lb: interleuquina IB
IP: loduro de Propidio
KCl: cloruro potâsico
KCIO4: perclorato de potasio
KH2PO4: Fosfato diâcido de potasio
KN-62: l-(N -0-bis [5-isoquinolinesulfbnil]-N-metil-L-tirosil)- 4-fenilpiperacina)
Abreviaturas
KOH: hidrôxido de potasio 
LCR: Ifquido cefalorraquideo 
MgCL: cloruro magnésico
M-CSF: del inglés Macrophage Colony Stimulating Factor (Factor Estimulante de 
Macrôfagos)
MHC: del inglés Major Histocompatibility Complex (Complejo Mayor de 
Histocompatibilidad)
MAP: del inglés Microtubule Associated Protein (Proteina Asociada a Microtubulos) 
MAPK: del inglés Mitogen-Activated Protein Kinasas (Quinasas Activadas por 
Mitogenos) 
min: minutos
MMS: del inglés Mini Mental Status (Test Mini Mental)
MTT: bromuro de 3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5 difeniltetrazolium
NADPH: nicotinamida adenina dinucleotido fosfato
NaCl: cloruro sodico
NaF: fluoruro sodico
Na2HP0 4 : fosfato acido de sodio
NINCDS: del inglés National Institute o f  Neurological and Communication Disorders 
and Stroke (Instituto Americano de Enfermedades Neurologicas, Cognitivas e Infarto) 
NF-kB: del inglés Nuclear Factor kB  
NP-40: Nonidet P-40
PAK3: del inglésp21-activated kinase 3 (quinasa 3, activada por p21)
PI3-K: del inglés phosphatidylinositol 3 kinase
PET: del inglés positron emission tomographs (Tomografia por Emision de Positrones) 
PFA: paraformaldehido
PBS: del inglés phosphate buffered saline ( Tampon Fosfato Salino)
PHF: del inglés Paired Helical Filaments (Pares de Filamentos Helicoidales)
PL AU: del inglés plasminogen activator urokinase (Activador de Plasminogeno, 
Uroquinasa)
PM: peso molecular
PMSF: fluoruro fenilmetilsulfonil
Abreviaturas
PPARy: del inglés peroxisome proliferator activated receptors 
pRb: proteina de retinoblastoma 
PS: presenilina 
PS: fosfatidil serina
PTX: del inglés Pertussis Toxin (Toxina Pertussis)
PVDF: del inglés PolyVinyliDene Fluoride (poli fluoruro de vinilidene)
PWM: del inglés Pokeweed Mitogen (Mitôgeno Pokeweed)
Rb: retinoblastoma
ROS: del inglés Reactive Oxygen Species (Especies Reactivas de Oxigeno)
SAPK: del inglés Stress-Activated Protein Kinase (Quinasas Activadas por Estrés)
S (fase): fase de sintesis de ADN 
SLN: Senal de Localizaciôn Nuclear 
SNC: Sistema Nervioso Central
SPECT: del inglés Single-Photon Emission Computed Tomography (Tomografia por 
Emisiôn de Fotôn Ünico).
TAC: Tomografia Axial Computerizada.
TBS: del inglés Tris-HCl buffered saline (Tampôn Salino This-HCl)
Tg: transgénico
VLDLR: del inglés Very Low Density Lipoprotein Receptor (Receptor de Lipoproteina 
de Muy Baja Densidad)
W12: N-(4-aminobutil)-2- naftalensulfonamida 
W13: N-(4-aminobutil)-5- cloro-2-naftalenesulfonamida 
W7: N-(6-aminohexil)-5- cloro-1 -naftalensulfonamida
INTRODUCCION
Introducciôn
1. Definiciôn e historia
Clinicamente, la enfermedad de Alzheimer (EA) es un trastomo neurodegenerati- 
vo de tipo progresivo que conduce a un deterioro global de las funciones cognitivas. Los 
individuos afectados tienen problemas de memoria, de lenguaje, incapacidad para resol- 
ver problemas y de razonar; en algunos casos tienen sintomas psicôticos como paranoia 
y alucinaciones. La enfermedad suele tener una duraciôn media aproximada de diez 
anos, aunque puede variar mucho de un paciente a otro.
A pesar de que el primer caso de esta enfermedad fue descrito por Alois Alzhei­
mer en 1907, ha sido en las ultimas très décadas cuando se ha reconocido la magnitud 
de la enfermedad y se han producido grandes avances en el conocimiento de la etiologia 
de la EA. La Figura 1 représenta un esquema de la cronologia de los principales descu- 
brimientos en el estudio de la patologia de EA.
La evaluaciôn médica y descripciôn original de A. Alzheimer hacia referencia a la 
presencia de ovillos neurofibrilares y plaças neuriticas en el cerebro de una mujer de 53 
anos, fallecida tras una corta enfermedad, cuyos principales sintomas fueron demencia, 
trastomos de lenguaje, alteraciones de memoria y celopatia.
Originalmente, se considerô a la enfermedad como un tipo raro de demencia pre- 
senil y no fiie hasta finales de los anos sesenta cuando se demostrô, de forma inequivo- 
ca, la presencia de ovillos neurofibrilares y plaças neuriticas en ancianos con deterioro 
cognitivo, genéricamente diagnosticados de demencia senil (Blessed y cols., 1968). De 
esta forma, la enfermedad de Alzheimer pasô de ser considerada una rareza, a ser reco- 
nocida como la principal causa de demencia en los ancianos y uno de los principales 
problemas de salud de nuestro tiempo. Paralelamente, se empezaron a desarrollar crite- 
rios estrictos para su diagnôstico clinico (McKhann y cols., 1984).
Introducciôn
Una vez que la enfermedad pudo ser estudiada ultraestructuralmente mediante el 
microscopio electrônico, Kidd y Terry dieron a conocer la ultraestructura de las plaças 
neuriticas y de los ovillos neurofibrilares (Kidd, 1963; Terry, 1963). Ambos investiga- 
dores describieron los filamentos helicoidales apareados (FHA) de los ovillos neurofi­
brilares y Terry, ademâs, observé que el nùcleo de las plaças neuriticas estaba constitui- 
do por material flbrilar amiloide (Terry, 1978). Posteriormente a los descubrimientos 
de Kidd y Terry, la biologia molecular permitiô conocer que los ovillos neurofibrilares 
estaban constituidos por proteina Tau hiperfosforilada y que el nùcleo de las plaças neu­
riticas estaba formado por un péptido, |3-amiloide, de 40-42 aminoâcidos (Glenner y 
Wong, 1984; Goedert y cols., 1991).
Un hallazgo importante desde el punto de vista terapéutico fue el descubrimiento 
por David Bowen de la existencia de un déficit colinérgico en la EA (White y cols., 
1977), pues abriô una via para el tratamiento con anâlogos de acetilcolina e inhibidores 
del enzima acetilcolinesterasa, siendo el primer gran paso que se ha dado en el trata­
miento de la enfermedad. Los avances en el campo de la genética molecular y la gene- 
raciôn de animales transgénicos como modelo experimental para el estudio de la enfer- 
medad han contribuido a un mayor entendimiento de la EA. S in embargo, aùn quedan 
importantes cuestiones que resolver y una enorme presiôn social sobre la necesidad de 
desarrollar métodos eficaces de diagnôstico precoz y tratamientos que no sean ùnica- 
mente paliativos. En este sentido, es interesante resenar el estudio de Brookmeyer y 
cols., en 1998, que estimaron que podria reducirse en un 50% el numéro de pacientes 
con EA en el afio 2050, si se consiguiera retrasar la apariciôn de la enfermedad en sôlo 
5 anos.
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*Descripciôn original de Alois Alzheimer (Alzheimer, 1907)
*Reconocimiento de EA como la principal causa de demencia en los ancianos 
(Blessed y cols., 1968)
*Déficit colinérgico asociado con EA (White y cols., 1977)
*Secuenciacion de P-amiloide (Glenner y Wong, 1984)
♦Localizaciôn el gen APP en el cromosoma 21 (Tanzi,1989)
♦Se describe la primera mutacion causante de la EA en el gen APP (Goate y cols., 1991) 
♦Generacion de los primeros ratones transgénicos como modelo para el estudio de EA 
(Kammesheidt y cols., 1992)
♦Identificacion y clonaje de Presenilina 1 (Sherringon y cols., 1995)
♦Identificacion de Presenilina 2 (Levy-Lahad y cols., 1995a y 1995b)
♦Se demuestra la existencia de células troncales en el cerebro humano adulto 
(Eriksson y cols., 1998)
♦Vacuna (Hock y cols., 2002; McLaurin y cols., 2002)
Figura 1.- Cronologia de haiiazgos relevantes para el conocimiento de la EA.
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2. Epidemiologia, Etiologia y Diagnôstico
La enfermedad de Alzheimer (EA) es la causa mas comùn de demencia en indivi­
duos de mediana y avanzada edad. Afecta al 7-10% de los individuos mayores de 65 
anos y, aproximadamente, al 40% de los que han superado los 80 anos de edad. El nu­
méro de personas afectadas por la enfermedad en los paises avanzados aumenta progre- 
sivamente debido al incremento significativo en las expectativas de vida. Se calcula que 
existen ya en el mundo 18 millones de personas que suffen de demencia, de las cuales 
cerca de dos tercios; es decir, aproximadamente 12 millones estân afectados por la EA. 
Los pronôsticos para el ano 2025 indican que se habrâ doblado el numéro de personas 
con demencia respecto al ano 1980 en los paises desarrollados, mientras que el numéro 
se multiplicarâ por cuatro en los paises del Tercer Mundo. En nuestro pais la enferme- 
dad afecta aproximadamente a 400.000 personas y las expectativas son que esta cifra se 
doblarâ en el ano 2020. Constituye ya la décima causa de mortalidad en Espana. Por 
estas razones, la enfermedad de Alzheimer ha sido nombrada como la epidemia silen- 
ciosa del siglo XX.
La etiopatogenia de la enfermedad es multiple. Se clasifica en dos tipos:
• Enfermedad de apariciôn precoz o EA presenil, cuando los sintomas se 
manifiestan antes de los 65 anos. También conocida como enfermedad de Alz­
heimer de tipo genético o familiar, représenta entre el 1% y el 5% de los casos.
• Enfermedad de apariciôn tardia, si se manifiesta después de los 65 anos 
de edad. También conocida como enfermedad de Alzheimer compleja o esporâ- 
dica, représenta el resto de los casos.
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La EA de tipo familiar se genera por la transmisiôn autosômica dominante de alte­
raciones en los cromosomas 1 (presenilina 2, PS2), 14 (presenilina 1, PSI) o 21 (Protei­
na Precursora de Amiloide, APP) (ver tabla I). Hasta el momento se han identificado 
très mutaciones en PS2 (Hardy, 1997), numerosas mutaciones en PSI y nueve mutacio- 
nes en el gen que codifica para la APP en algunos centenares de familias en el mundo. 
Las mutaciones en PSI originan una forma mas agresiva que las mutaciones en PS2, en 
la que los sintomas aparecen antes de los 50 anos y causa la muerte aproximadamente a 
los 60 anos de edad. La frecuencia de apariciôn de mutaciones en PSI y PS2 es de 2-3% 
y 0,5% del total de casos de EA de apariciôn precoz, respectivamente (Richard y 
Amouyel, 2001). Las mutaciones en APP afectan a muy pocas familias en el mundo en- 
tero y se ha estimado que sôlo dan cuenta del 0,4% de los casos de EA (Richard y 
Amouyel, 2001), pero su apariciôn tiene severas consecuencias biolôgicas. La edad de 
apariciôn de la enfermedad en estas familias oscila entre 39 y 67 anos y la penetrancia 
es del 100% en los portadores.
En la EA de tipo esporâdico, la etiologia es multifactorial con diversos factores de 
riesgo que incluyen la predisposiciôn genética; asi por ejemplo, se sabe que la EA es 
mas ffecuente en los sujetos portadores del alelo e4 de la Apolipoproteina E (APOE, 
cromosoma 19), especialmente en los casos homozigôticos para dicho alelo (Ver tabla
I). Por el contrario, se ha postulado un efecto opuesto para el alelo e2 de la misma 
APOE, que tendria por tanto un papel protector. Cada vez es mas abrumadora la evi­
dencia epidemiolôgica de que los factores de riesgo exôgenos y ambientales como la 
diabetes, hipertensiôn arterial, dietas ricas en grasas, tabaquismo..., y otros como la in- 
toxicaciôn crônica leve por metales como el cobre, favorecen también el desarrollo de la 
enfermedad de Alzheimer en las personas genéticamente predispuestas. S in embargo, ni 
los factores genético s ni los ambientales, por separado, provocan la enfermedad. Los 
factores genéticos y ambientales son necesarios, pero no suficientes, necesitando ade­
mâs del factor envejecimiento. Asi por ejemplo, la prevalencia aumenta con la edad pa- 
sando de ser de un 0,02% en el tramo de edad de los 30 a los 59 anos, a un 10,8% para 
el tramo comprendido entre los 80 y los 89 anos.
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Tabla I.- Factores genéticos en la enfermedad de Alzheimer.
MUTACIONES
(Asociadas con EAF)
-Gen de la APP (Cromo­
soma 21).
-Gen de la PSEN1 
(Cromosoma 14) (She­
rrington y cols., 1995)
-Gen de la PSEN2 
(Cromosoma 1) (Levi- 
Lahad y cols., 1995a y 
1995b)
POLIMORFISMO
(Asociados con casos esporâdicos)
CONFIRMADOS
-Alelo s4 del gen de la 
APOE (Cromosoma 19) 
(Bullido y cols., 1998)
NO CONFIRMADOS
-Gen A2M (Cromosoma 12) (Peri- 
cak-Vance y cols., 1997)
-Gen VLDLR (Cromosoma 9) 
(Okuizumi y cols., 1995)
-Gen AACT (Cromosoma 14) 
(Finckh, 2003)
-Gen BCHE (Cromosoma 3) (Alva­
rez-Arcaya, 2000)
-Gen ACE (Cromosoma 17) (Ri­
chard y cols., 2000)
-Genes IL -la  y IL-lb. (Cromosoma
2) (Nicoll y cols., 2000; Grimaldi y 
cols., 2000).
-Gen PLAU (Cromosoma 10) 
(Reiemenschneider y cols., 2006)
-Otros, hasta unos setenta genes. 
(http://www.alzgene.org.)
A2M: a-2 macro globulina, VLDLR: receptor de lipoprotemas de muy baja densidad, 
AACT: a-1 antiquimiotripsina, BCHE: butirilcolinesterasa K, ACE: acetil colina, IL-la y IL-lb: 
interleuquinas lA y  18, PLAU: Activador de plasminôgeno, uroquinasa.
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Muchos de esos factores son contrôlables mediante la dieta, el mantenimiento de 
un peso corporal adecuado y algunos medicamentos, lo que incrementa su importancia 
epidemiolôgica. Lo mismo puede decirse de la llamada "Réserva Cognitiva", que se de­
fine como un modelo dinâmico de activaciôn cerebral que utilizan los sujetos normales 
y que implica una capacidad para la activaciôn progresiva de redes neuronales en res­
puesta al aumento en las demandas cognitivas (Stem, 2006). Los sujetos con mayor ca­
pacidad cognitiva natural y adquirida (cociente intelectual, cultura, estudios académi- 
cos, participaciôn en actividades intelectuales y de esparcimiento como juegos de mesa, 
baile...) presentan la enfermedad mas tarde que los sujetos con menor Réserva Cogniti­
va; a igual cantidad de lesiones histopatolôgicas cerebrales tipicas de enfermedad de 
Alzheimer présentes en sus cerebros. Aparentemente, las personas con mayor réserva 
cognitiva compensan las lesiones histopatolôgicas utilizando redes cerebrales altemati- 
vas, y esto, les permite funcionar con mas normalidad que la que cabria esperar del anâ­
lisis histopatolôgico.
La heterogeneidad de la EA y la necesidad de refinar su diagnôstico hizo que, en 
1984, un grupo de expertos del Instituto Americano de enfermedades neurolôgicas, 
cognitivas e infarto (NINCDS) y la asociaciôn de Alzheimer y enfermedades relaciona­
das (ADRDA), estableciesen unos parâmetros de diagnôstico de esta enfermedad que 
fuesen utilizados de forma sistemâtica por todos los profesionales (McKhann y cols., 
1984). De esta manera, unificando los criterios, séria posible una mejor evaluaciôn de 
los ensayos clinicos o la validaciôn de pmebas de laboratorio, asi como el estableci­
miento de correlaciones clinico patolôgicas. Ademâs del diagnôstico neuropsicolôgico 
de demencia, se evalùan en cada caso tomografias computarizadas, imagen y/o espec- 
troscopia de resonancia magnética, tomografia de emisiôn de positrones, electroencefa­
lograma y otros anâlisis que permiten; ademâs, eliminar otras posibles causas patolôgi­
cas para el deterioro mental como accidentes cerebrovasculares, infecciones, traumatis­
mes, etc. Aun asi, el diagnôstico se considéra sôlo probable o posible a menos que haya 
una confirmaciôn post-mortem a través del anâlisis de la anatomia patolôgica del cere­
bro del enferme.
En la actualidad, se considéra importante poder detectar, de forma fiable, lo que se 
ha dado en llamar deterioro cognitivo leve (DCL), y poderlo diferenciar del concepto de 
“demencia”. EL DCL se caracteriza por una alteraciôn adquirida y prolongada de una o
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varias funciones cognitivas y que no cumple criterios suficientes de gravedad para ser 
califïcado de demencia. Se estima que el 55% de los casos desemboca en EA en un pla- 
zo de 4,5 anos (Âvila y cols., 2004). La conveniencia de identificar casos de DCL (EA 
incipiente) frente a los casos de DCL de otra etiologia, llevô al grupo de Neurologia de 
la Conducta y Demencias (GNDC) de la Sociedad Espanola de Neurologia a encargar a 
un grupo de expertos la redacciôn de criterios mas precisos que han sido publicados re- 
cientemente (Robles y cols., 2002) y que incluyen pruebas opcionales, como anâlisis 
genéticos y de algunos marcadores biolôgicos, asi como las técnicas de neuroimagen 
estructural y funcional.
3. Neurobiologia y Neuropatologia de la EA
3.1. Vulnerabilidad
La EA afecta de forma selectiva a ciertas regiones del cerebro, principalmente a 
las âreas de asociacion cortical y del sistema limbico, mientras que otras permanecen 
relativamente preservadas. La pérdida neuronal afecta fundamentalmente a las grandes 
neuronas corticales (Mann y cols., 1988), hipocampo, amigdala y corteza entorrinal. 
Histopatolôgicamente la enfermedad se caracteriza por la formaciôn de plaças neuriticas 
o seniles, ovillos neurofibrilares en el citoplasma de las neuronas y depôsitos amiloideos 
en el endotelio vascular de la corteza cerebral. Estas lesiones estructurales aparecen 
principalmente en las zonas limbicas y en la corteza de asociacion heteromodal, exis- 
tiendo una menor densidad de lesiones en las zonas sensoriales primarias, âreas moto- 
ras, ganglios basales y cerebelo (DeKosky, 2002). Por otra parte, también se observa 
una cierta vulnerabilidad selectiva de los sistemas neurotransmisores. El sistema coli­
nérgico es el mâs afectado, aunque también depende de la zona cerebral, como es el ca­
so de la pérdida de neuronas colinérgicas en la region anterior basal, pero no en el tallo 
cerebral (Davies y Maloney, 1976).
3. 2. Plaças neuriticas
Las plaças neuriticas, una de las dos lesiones cerebrales descritas en el articulo 
original de Alzheimer, son acùmulos microscôpicos extracelulares de diâmetro variable 
(entre 20 y 200 pm) que se asocian al dano de axones y dendritas en ciertas âreas del
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cerebro como el ârea de asociaciôn de la corteza, hipocampo y amigdala (Morris y cols., 
1996, McKhann y cols., 1984) (figura 2).
Se componen de un nùcleo central de amiloide fîbrilar, visible con la tinciôn de 
tioflavina o rojo Congo, rodeado de neuritas distrôfîcas, que contienen restos de lisoso- 
mas y mitocondrias, y de astrocitos y microglia. Las neuritas distrôfîcas que forman par­
te de cada plaça pueden derivar de los distintos tipos de neuronas, colinérgicas, dopami- 
nérgicas, etc. El tiempo de generaciôn de estas plaças se desconoce, pero es probable 
que se desarrollen de forma graduai en un margen de tiempo considerable, muchos me- 
ses o anos (Selkoe, 2001a).
#
A
Figura 2.- Plaças neuriticas con centre amiloide y neuritas distrôfîcas periféricas
Tinciôn de  piata en cortex cerebral (x 100)
La mayor parte del p-amiloide fibrilar présente en las plaças neuriticas es el frag­
mente Ap de 42 residues, que es la forma mas hidrofôbica y susceptible de formar 
agregados (Jarrett y cols., 1993), aunque también contiene AP40 (Iwatsubo y cols., 
1994). Estes péptidos son producto de la hidrôlisis de la llamada proteina precursora de 
amiloide, APP, una proteina estructural de membrana que se expresa de forma ubicua
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(Selkoe y cols., 1988). La funciôn de esta proteina no se sabe por complete. El anâlisis 
de su estructura primaria sugiere que APP puede ser un receptor de superficie glicosila- 
do (Kang y cols., 1987). El anâlisis de la expresiôn de APP durante el desarrollo del ce­
rebro, sugiere que esta proteina es importante para la maduraciôn del sistema nervioso 
central ya que parece estar involucrada en la formaciôn y en el mantenimiento de co- 
nexiones sinâpticas y plasticidad neuronal (Kirazov y cols 2001). Ademâs, la APP juega 
un papel importante en la respuesta al estrés y en la regulaciôn de danos en el sistema 
nervioso (Panegyres, 2001).
Cuando se dispuso de anticuerpos especificos contra p-amiloide endôgeno o sinté- 
tico, se pudieron observar depôsitos de P-amiloide sin la apariencia fibrilar caracteristi- 
ca de las plaças neuriticas y con una distribuciôn cerebral mas amplia. Estas formacio- 
nes se denominan plaças difusas y solo contienen Ap42. Aparentemente, estas plaças 
difusas son lesiones prematuras, que eventualmente pueden evolucionar hacia la forma­
ciôn de las clâsicas plaças neuriticas como lo sugieren las observaciones realizadas en 
ratones transgénicos que expresan mutantes de la APP humana (Selkoe, 2001b), asi co­
mo en estudios inmunohistoquimicos de pacientes con sindrome de Down (Lemere y 
cols., 1996). Estos enfermos presentan, frecuentemente, plaças difusas en la adolescen- 
cia, pero no las clâsicas plaças neuriticas, que aparecen por lo general dos décadas des- 
pués.
3.3. Ovillos neurofibrilares. Alteraciones en el citoesqueleto
La mayoria de neuronas afectadas en la EA, presentan entramados u ovillos neu­
rofibrilares, muy poco solubles, que son acùmulos de filamentos proteicos lineales de 
aproximadamente 10 nm y pares de filamentos que se enrollan formando hélices con 
una periodicidad media de 160 nm (Selkoe 2001a) (figura 3). Estos entramados son fâ- 
cilmente distinguibles de otras estructuras filamentosas normales, como los neurofila- 
mentos o microtùbulos. La localizaciôn habituai de estos ovillos es siempre intracelular 
pero, ocasionalmente, se encuentran en el parénquima, liberados por la célula como re- 
sultado de la muerte neuronal. Los entramados neurofibrilares también se encuentran en 
otras enfermedades como el sindrome de Down, la demencia pujilistica y el parkinso­
nisme post-encefâlico. Las técnicas de quimica de proteinas permitieron determinar que
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la proteina Tau era el componente mayoritario de los filamentos hélicoïdales empareja- 
dos (PHF) (Wischik y cols., 1988), que dan lugar a los ovillos neurofibrilares y se en­
cuentran principalmente en el hipocampo, cortex entorrinal y amigdala. Los PHF son 
estructuras anômalas generadas por la agregaciôn e hiperfosforilaciôn de Tau (Julien y 
Mushynski, 1998; Buée y cols., 2000).
Figura 3.- Secciones de tejido con tinciôn de piata.
A) ovillos neurofibrilares (x 40). B) Ovillos neurofibrilares en  corteza entorrinal (x 100)
Mi entras que la distribuciôn del p-amiloide es aleatoria y no signe aparentemente 
ningùn patrôn, los ovillos neurofibrilares, por el contrario, siguen un patrôn de afecta- 
ciôn regional totalmente predecible con minimas diferencias entre individuos lo que ha 
llevado a determinar varias etapas histopatolôgicas tempranas y tardias de la EA. Esta 
determinaciôn fue realizada por Braak y Braak (Braak y Braak, 1996), y se ha dividido 
en 6 estadios durante el curso de la EA:
> Estadios I y II o estados preclinicos, también llamados transentorrinos. 
Se caracterizan por la escasa presencia de ovillos neurofibrilares en la 
regiôn transentorrinal y moderada en la regiôn entorrinal e hipocampo.
> Estadios III y IV. Se caracterizan por una severa afectaciôn de la capa 
superficial entorrinal (estadio III), y de la capa profunda de la regiôn en­
torrinal (estadio IV). Las alteraciones en estas dos capas de la regiôn en­
torrinal destruyen la transmisiôn de la informaciôn desde el isocortex al 
hipocampo y viceversa, asi como una interrupciôn de los circuitos limbi- 
cos.
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> Por ultimo, los Estadios V y VI o también llamados estadios isocortica­
les. Se caracterizan por el progresivo deterioro del hipocampo y de las 
areas de asociaciôn, llevando a la alteraciôn de la memoria y de las fun- 
ciones cognitivas, e incluso funciones del lenguaje, motoras, visuales etc.
Esta distribuciôn en estadios neuropatolôgicos se correlaciona con la evoluciôn 
clinica de la enfermedad. Se ha demostrado el paralelismo entre la disminuciôn de me­
moria con cambios neurofibrilares y la formaciôn de plaças neuriticas en la corteza en­
torrinal y el hipocampo (estadios del I a IV). Asimismo la presencia isocortical de estos 
cambios (estadios de V a VI), se correlaciona con alteraciones clinicas severas. El esta- 
do transentorrinal (estadios del I a II), probablemente corresponde a estadios silenciosos 
de la enfermedad.
Estos estadios actùan como criterios neuropatolôgicos para conflrmar la EA.
4. Mecanismos moleculares implicados en la degeneraciôn neuro­
nal en la EA.
En los ùltimos anos, se ha acumulado gran cantidad de informaciôn relativa a los 
mecanismos moleculares implicados en la patogenia de la EA, derivada fundamental- 
mente de la experimentaciôn con animales modifîcados genéticamente y cultivos celula- 
res como modelo para el estudio de la EA. Como era de esperar desde que se observô la 
presencia de p-amiloide (AP) en neuronas degeneradas de pacientes con EA, las altera­
ciones en la estructura y/o el procesamiento de APP parecen jugar un papel relevante en 
la patogénesis de la enfermedad. Los cambios bioquimicos asociados de forma general 
con el envejecimiento como niveles elevados de radicales libres (Varadarajan y cols., 
2000), alteraciones en el metabolismo energético (Gibson y cols., 1998), oxidaciôn de 
proteinas, peroxidaciôn de lipidos (Butterfield y Stadtman, 1997) y alteraciones en la 
homeostasis iônica (Mattson, 2000) aparecen acentuados en el cerebro de pacientes de 
EA. Otros mecanismos destacados implican cambios en la organizaciôn del citoesque­
leto como consecuencia de la hiperfosforilaciôn de la proteina Tau, una respuesta infla- 
matoria crônica y una posible desregulaciôn de los mecanismos que controlan el ciclo 
celular.
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4.1. p-amiloide
La llamada hipôtesis del P-amiloide (Ap) propone que la acumulaciôn progresiva 
de Ap a lo largo de la vida inicia una compleja cascada multicelular que incluye micro- 
gliosis, astrocitosis, formaciôn de neuritas distrôfîcas, danos patolôgicos en el citoes­
queleto, pérdida de las funciones sinâpticas y neurotransmisoras y; finalmente, la muer­
te neuronal por apoptosis (Selkoe, 2003). La figura 4 recoge, esquemâticamente, la se- 
cuencia de acontecimientos que eventualmente originarian la EA segun Selkoe (2000).
Form as autosômico dominantes d e  EA Formas esporàdicas de EA
Mutaciones APP,PS 1 y PS2 (apoE4 y otros genes)
HIperproducclôn de  AP42 Aumento graduai de AP42
I I
Acumulaciôn progresiva y agregaciôn de AP42 en cerebro
I
Formaciôn de plaças difusas
I
Activaciôn microglial y astrocitica y alteraciôn de la hom eostasis iônica neuronal; es trés oxidativo
I
Alteraciôn en la actividad quinasas/fosfatasas: fosforilaciôn de  Tau y formaciôn de PHF
I
Pérdida de neuronas y sinapsis con déficit de neurotransm isores
I
DEMENCIA
Figura 4.- Secuencia hipotética de etapas patogénicas en la EA. Tornado de Alzheimer re­
search forum (2003). http://www.alzzforum.org/home.asp.
Esta hipôtesis se sustenta en très observaciones: 1) El efecto tôxico del Ap basado 
en experimentos in vitro, donde la adicciôn de Ap fibrilar se viô que era neurotôxica; 
bien actuando sobre la funciôn mitocondrial (Kaneko y cols., 1995), la homeostasis del 
calcio (Clarke y cols., 1998) o a través de la interacciôn con APP (Lorenzo y cols., 
2000). 2) Las mutaciones encontradas en la forma familiar de la enfermedad producen, 
bien directa o indirectamente, un aumento del Ap y por tanto mayor generaciôn de pla-
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cas (Goate y cols., 1991; Sherrington y cols., 1995, Rogaev y cols., 1995). 3) La so- 
breexpresiôn de APP a lo largo de la vida aumenta la deposiciôn de Ap como confirma 
el hecho de que pacientes con la trisomia del 21, cromosoma donde se localiza APP, 
desarrollan plaças de Ap a edades tempranas (Hardy y Allsop, 1991) y el descubrimien- 
to de un nuevo tipo de EA familiar como consecuencia de la duplicaciôn del locus de 
APP (Rovelet-Lecrux y cols., 2006).
El término Ap se refiere a un fragmento de 40-42 aminoâcidos que dériva de la 
proteina precursora de amiloide (APP). La APP es una glicoproteina de membrana que 
contiene en su secuencia la region Ap, formada por 39-42 aminoâcidos, situada entre el 
ùnico dominio transmembranal y la larga region extracelular de la molécula (Glenner y 
Wong, 1984, Masters y cols., 1985). La region p-amiloide es liberada tras la acciôn pro- 
teolitica sucesiva de las llamadas P-secretasa (BACE) y y-secretasa. Altemativamente, 
la APP sufre una degradaciôn proteolitica, catalizada por la a-secretasa que libera una 
porciôn extracelular de APP (sAPPa) que no es amiloidogénica y que parece ser impor­
tante en los procesos de plasticidad neuronal (Mattson, 1997).
En contra de lo que se postulé inicialmente, se sabe ahora que Ap es un producto 
normal del metabolismo de APP, que es producido por todo tipo de células y que circula 
por los fluidos extracelulares. La mayoria de Ap generado intracelularmente es secreta- 
do. Los niveles de Ap en el fluido cerebroespinal son de 3-8 nM, mientras que los plas- 
mâticos suelen ser inferiores a 500 pM (Scheuner y cols., 1996), lo que sugiere que Ap 
puede atravesar la barrera hematoencefâlica (Poduslo y cols., 1999) y acumularse en el 
cerebro.
El aumento en los niveles estacionarios de Ap se debe no solo a un aumento en la 
generaciôn del péptido, sino también, a una menor actividad de los enzimas que degra- 
dan la molécula. Algunas proteasas cérébrales que pueden estar implicadas en este pro- 
ceso son la neprilisina, de la familia de las metaloproteasas (Iwata y cols., 2000) y la 
enzima dégradante de insulina (IDE) (Qiu y cols., 1998). Otro mecanismo que contribu- 
ye a disminuir el acùmulo de Ap, es la fagocitosis de las fibrillas de amiloide por la mi­
croglia y su posterior hidrôlisis en los lisosomas (Selkoe, 2003).
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Los efectos de la acumulaciôn de Ap en los fluidos intersticiales del cerebro y, 
probablemente, intracelularmente (Gouras y cols., 2000), incluyen una respuesta infla- 
matoria exacerbada (McGeer y McGeer, 1995), un aumento en la generaciôn de radica­
les libres (Keller y cols., 1998), mecanismos de oxidaciôn de proteinas, lipidos y otras 
macromoléculas (Behl y cols., 1994); asi como una mayor vulnerabilidad neuronal a la 
excitotoxicidad y apoptosis (Mattson, 2000). Otra consecuencia de la acumulaciôn de 
Ap es una alteraciôn de la homeostasis iônica (Mattson y cols., 1992). El aumento en la 
entrada de Ca^^, desde el medio extracelular y su acumulaciôn en la célula, parece jugar 
un papel importante en la neurodegeneraciôn (Chittajallu y cols., 1998). Por otra parte, 
un aumento en la concentraciôn intracelular de Ca^^ puede contribuir a una mayor fos­
forilaciôn de Tau y desestabilizaciôn de los microtùbulos, ya que se ha descrito la parti- 
cipaciôn de quinasas dependientes de Ca^VCalmodulina (Ca^VCaM) en la fosforilaciôn 
de Tau (Yoshimura y cols., 2003).
Aunque la cascada patogénica del Ap puede explicar el deterioro de las funciones 
cognitivas en la EA, aùn quedan importantes cuestiones por resolver. Quizâs la mas sig- 
nificativa, es la que se refiere a la vulnerabilidad selectiva de las distintas poblaciones 
neuronales. Existen diferencias locales y régionales en la acumulaciôn crônica de Ap42. 
En algunas zonas no se llegan a formar estructuras fibrilares como, por ejemplo, en el 
cerebelo, cuerpo estriado y tâlamo, mientras que en otras zonas (hipocampo y corteza 
cerebral) tiene lugar la oligomerizaciôn y fibrilaciôn de manera importante. Estas ob­
servaciones sugieren la existencia de factures pro y anti-agregantes de Ap en las formas 
oligômericas tôxicas. También, se debe considerar el hecho de que hay una vulnerabili­
dad selectiva de ciertas neuronas a la citotoxidad inducida por Ap (Selkoe, 2002). Otros 
argumentes que cuestionan esta hipôtesis son: en primer lugar que, salvo excepciones, 
numerosos estudios, han demostrado que la cantidad de depôsitos de Ap en cerebros de 
pacientes con EA, apenas guarda correlaciôn con el grado de deterioro cognitivo o la 
cuantia de la pérdida neuronal o sinâptica que éstos experimentan (Arriagada y 
cols., 1992; Gômez-Isla y cols., 1992); en segundo lugar, se ha detectado un numéro sig- 
niflcativo de plaças de Ap en ancianos no dementes; en tercer lugar que, generalmente, 
los depôsitos de Ap no se encuentran rodeados de dafio tisular detectable. Pero quizâs, 
el principal argumente en contra de la hipôtesis de la cascada amiloide es que, pese a
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todos los esfuerzos, aùn no se han identificado con certeza cuales son las especies neu- 
rotôxicas de Ap in vivo, ni el mecanismo por el cuâl estas interfieren con el normal 
fùncionamiento de las neuronas y sinapsis.
Se piensa que la toxicidad de Ap se debe fundamentalmente a su acumulaciôn, 
mas que al dano que causa su agregaciôn formando plaças (Selkoe 2003). Ap puede 
aparecer de diversas formas: mônomeros, dimeros, oligômeros y polfmeros que son los 
que forman las fibrillas présentes en las plaças neuriticas y en la microvasculatura. Las 
teorias mas recientes proponen que no es el Ap fibrilar el responsable de la interrupciôn 
de la plasticidad sinâptica y de la muerte neuronal, sino oligomeros solubles del pépti­
do, es decir la forma prefibrilar del Ap. Sin embargo, las evidencias del papel de los 
oligômeros de Ap soluble como causa de la pérdida sinâptica y del subsiguiente sin­
drome de demencia en los pacientes todavia no son del todo claras.
Pese a que de momento sôlo tenemos un conocimiento parcial de los mecanismos 
fisiopatolôgicos y patogénicos que subyacen a la EA y que en la hipôtesis de la cascada 
amiloide estâ pendiente establecer de forma firme la relaciôn causa efecto entre el acù­
mulo de Ap y la formaciôn de ovillos neurofibrilares o de la pérdida de neuronas y si­
napsis; esta hipôtesis para explicar la enfermedad, ha permitido algo tan importante co­
mo es la puesta en marcha de novedosas estrategias terapéuticas, cuyos sitios potencia- 
les de intervenciôn son destinados en primer lugar, a disminuir la producciôn de Ap ac­
tuando sobre las p y y secretasas (Scorer, 2001). En segundo lugar se ha trabajado acti- 
vamente en conseguir aumentar la degradaciôn de los depôsitos de Ap. En este sentido 
hay que destacar los buenos resultados conseguidos con la inmunizaciôn con Ap en ra­
tones (Morgan y cols., 2000; Janus y cols., 2000) y humanos (Hock y cols., 2002; 
McLaurin y cols., 2002). Estos trabajos impulsaron el desarrollo de una vacuna (Elan 
Pharmaceuticals, A N -1792) que comenzô a administrarse a pacientes. Sin embargo su 
uso tuvo que ser suspendido tras observar en algunos pacientes (6% de los casos) una 
respuesta neuroinflamatoria muy severa (Check, 2002; Nicoll, 2003). Tras el estudio de 
dos pacientes inmunizados con AN-1792 (Patton y cols., 2006), de los cuales sôlo uno 
habia desarrollado meningoencefalitis se observô que las plaças de Ap disminuyeron en 
ambos sujetos, por lo que llegaron a la conclusiôn que ni la titulaciôn ni la actividad de
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los anticuerpos era responsable de la meningoencefalitis. No obstante, la inmunizaciôn 
con AN-1792 produjo un aumento notable en el contenido de Ap soluble y no eliminô 
depôsitos de Ap difuso (Ap 17-42), de los cuales se sabe que no forman estructuras fi­
brilares ni provocan inflamaciôn pero, que se ha descrito recientemente que tienen efec­
tos tôxicos que se le atribuyen a su C-teminal (Wei y cols., 2006). Por estas razones se 
sigue investigando en la generaciôn de nuevos anticuerpos que mejoren el resultado ob- 
tenido de la primera vacuna. En este sentido cabe destacar la generaciôn de anticuerpos 
dirigidos contra el extremo C-terminal Ap en ratones transgénicos (Levites y cols., 
2006).
4.2. Hiperfosforilaciôn de la proteina Tau.
La hiperfosforilaciôn de la proteina Tau caracteriza a un conjunto de enfermeda­
des neurodegenerativas llamadas Tauopatias que incluyen a la EA (Buee y cols., 2000).
Tau es una proteina asociada a los microtùbulos (MAP) que se expresa princi­
palmente en el cerebro, aunque también se ha descrito su expresiôn en células no- 
neuronales en cultivo como es el caso de fibroblastos humanos. Esta proteina se carac­
teriza por ser hidrofïlica con una estructura filamentosa (Hirokawa y cols., 1988). Se 
han observado diferentes polipéptidos de Tau mediante el anâlisis de proteinas proce- 
dentes de extractos cerebrales. Esto se debe por un lado a que la proteina Tau es codifi- 
cada por seis polipéptidos generados por procesamiento altemativo de ARN (Himmler,
1989) y por otro a los diferentes niveles de fosforilaciôn de la proteina (Goedert y cols., 
1992).
La funciôn normal de la proteina Tau es ensamblar y estabilizar microtùbulos 
manteniendo la estructura integra del citoesqueleto (Lee y cols., 2001), aunque también 
puede jugar un papel importante regulando procesos como el transporte axonal (Mal- 
delkow y cols., 2004). Se sabe que para que la proteina Tau funcione correctamente es 
importante la regulaciôn de su estado de fosforilaciôn. En la fosforilaciôn normal de 
Tau estân implicadas actividades tanto de quinasas como de fosfatasas. Una hiperactivi- 
dad de quinasas paralela a una reducciôn en la actividad de fosfatasas (especifîcamente
22
Introducciôn
PP2A, PP2B), da lugar una pérdida en el balance a favor de la fosforilaciôn que condu­
ce a la apariciôn de las enfermedades llamadas Tauopatias.
Se han propuesto al menos 77 sitios posibles de fosforilaciôn de Tau en residues 
de serina o treonina, como se observa en la figura 5. Estos sitios de fosforilaciôn han 
sido divididos en dos grupos principales: aquellos que pueden ser modificados por qui­
nasas dirigidas por prolinas, como es el caso de la quinasa glucogeno sintasa 3 (GSK3), 
quinasa dependiente de ciclina (CDK5), quinasas activadas por mitôgenos (MAPK) 
como p38 o JNK y también, las quinasas activadas por estrés (SAPK). En el otro grupo 
estân aquellos sitios que pueden ser modificados por quinasas independientes de proli­
nas, taies como quinasa reguladora de la afinidad del microtùbulo (MARK) o la protei­
na quinasa II dependiente de Ca^^ y calmodulina (CaMK II) (Imahori Uchida, 1997; 
Goedert y cols., 1997; Correas y cols., 1992; Drewes y cols., 1992; Scott y cols; 1993; 
Hanger y cols., 1992; Lucas y cols; 2001).
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Figura 5.- Posibles sitios de fosforilaciôn de la proteina Tau. R epresen taciôn  esquem àtica  de  
los dom inios de  la proteina Tau y su s posibles sitios de  fosforilaciôn, s e  indica con rectàngulos ro- 
jo s  los sitios de hiperfosforilaciôn encontrados en  los filam entos ap a read o s  hélicoïdales ca racteris- 
ticos d e  la EA. Los sitios d e  uniôn de la proteina Tau a microtùbulos s e  han m arcado d esd e  el RI 
al R4
La fosforilaciôn anormal de Tau en enfermedades neurodegenerativas esta asocia­
da a sitios de fosforilaciôn serina/treonina dirigidos por prolina (Lee y cols., 2001) (ver 
figura 5). Se cree que las quinasas que inician este proceso de hiperfosforilaciôn son 
CDK5 y GSK3p (Hanger y cols., 1992; Ishiguro y cols., 1992; Mandelkow y cols., 
1992; Paudel y cols., 1993). CDK5 colocaliza con depôsitos filamentosos de Tau y su
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actividad esta incrementada en algunas Tauopatias entre las que se incluye la EA (Shel­
ton y cols., 2004). Del mismo modo, la GSK3p, colocaliza con agregados de Tau hiper- 
fosforilada (Ishizawa y cols., 2003). Por otra parte, se ha podido demostrar que el Ap, 
actuando como antagonista de receptores de insulina, produce un aumento en la activi­
dad de GSK3p (Xie y cols., 2002) y, por tanto, en la hiperfosforilaciôn de Tau (Alvarez 
y cols., 1999).Ver la implicaciôn de la hiperfosforilaciôn de Tau en la neurodegenera­
ciôn es fâcil, debido a que provoca su disociaciôn de los microtùbulos y su agregaciôn 
en los ovillos filamentosos insolubles (PHF). La disociaciôn de Tau de los microtùbulos 
tiene como consecuencia la desestabilizaciôn del citoesqueleto y, por ende alteraciones 
en la geometria celular, el transporte intracelular y, en ùltimo término, la viabilidad neu­
ronal (Smale y cols., 1995; Troncoso y cols., 1996; Evans y cols., 2000) (ver figura 6).
Proteina Tau 
Quinasas ^ ^ Fosfatasas
Tau hiperfosforilada 
/  \
poümerizaciôn de TAU Desensamblaje de microtùbulos
I I
Formaciôn de ovillos y PHF Alteraciones en el transporte y flujo axonal
\  /
Disfunciôn neuronal y sinâptica
I
Muerte neuronal
I
DEMENCIA
Figura 6.- Proteina Tau en la EA. La fosforilaciôn de Tau es tâ  regulada por un balance entre mul­
tiples quinasas y fosfatasas. La hiperfosforilaciôn de Tau por un lado retiene a la proteina Tau 
normal y a los microtùbulos causando desensam ble de microtùbulos y alteraciones en el transporte 
axonal y por otro lado se  agrega en fibrillas insolubles. Tanto la formaciôn de ovillos como la des- 
organizaciôn de microtùbulos, altera la funciôn sinâptica y neuronal. Los ovillos pueden degradarse 
por la via ubiquitin proteasom a pero este  proceso es insuficiente, provocando muerte neuronal 
(Blennow y cols., 2006)
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4.3. Inflamaciôn y EA
Una respuesta inflamatoria persistente y exacerbada parece ser una caracten'stica 
de la EA. La presencia de microglia y citoquinas inflamatorias, entre otros elementos, 
aparecen asociadas a las plaças seniles en biopsias cerebrales postmortem de pacientes 
con EA, pero no de individuos no dementes (McGeer y McGeer, 1998). Del mismo mo­
do, se han encontrado signos de activaciôn de la microglia en modelos murinos de EA 
que desarrollan abondantes plaças de amiloide (Bomemann y cols., 2001). Por otro la­
do, existen estudios epidemiolôgicos que sugieren que el tratamiento prolongado con 
antiinflamatorios no esteroideos (AlNEs) retrasa la apariciôn y la progresiôn de la EA 
(McGeer y McGeer, 1996). Basândose en estas evidencias, se propuso que la neuroin- 
flamaciôn podria ser una de las causas de la EA. Si este fuera el caso, es évidente que 
tendria importantes implicaciones en la bùsqueda de nuevos tratamientos. Altemativa­
mente, la inflamaciôn podria ser consecuencia del proceso patolôgico y no influir sus- 
tancialmente en la progresiôn de la enfermedad. También se ha considerado la posibili- 
dad de que la inflamaciôn induzca una respuesta inmune beneficiosa que pudiera limitar 
el avance de la enfermedad, en cuyo caso, la inhibiciôn del proceso inflamatorio no sé­
ria deseable.
El desarrollo de anticuerpos especificos en el ano 1980 hizo posible identificar, 
en material de autopsia de enfermos de EA, la presencia de proteinas del complemento 
y la expresiôn del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) en la microglia alre- 
dedor de las plaças de P-amiloide (Eikelenboom y Stam, 1982; Mcgeer y cols., 1988). 
Desde entonces muchos estudios han confirmado la expresiôn anômala de citoquinas, 
proteinas del complemento etc., asociadas con la respuesta inmune e inflamatoria (Aki- 
yama y cols. 2000). Mas recientemente, estudios de genômica, comparando la expresiôn 
de genes en regiones vulnérables de pacientes de EA y donantes contrôles de edad 
aproximada, han confirmado estos hallazgos y desvelado un aumento de expresiôn de 
otros genes relacionados con procesos inflamatorios, como es el caso de IL-la, IL-lb, 
COX-2 o NF-kB ( Blalock y cols., 2005; Colangelo y cols., 2002). En resumen, los es­
tudios neuropatolôgicos y de expresiôn genética muestran, de forma inequivoca, la acti­
vaciôn de la respuesta inmune e inflamaciôn en la EA. Sin embargo, estos estudios no
25
Introducciôn
permiten discriminar si el proceso inflamatorio aparece antes de la patologia o es una 
reacciôn compensatoria al proceso degenerativo. Hay que tener en cuenta, ademâs, que 
muchos de los factores inmunes y proteinas inflamatorias tienen multiples funciones y 
su mera presencia no indica si tiene efectos beneficiosos o peijudiciales.
Un descubrimiento clave en relaciôn a inflamaciôn-EA fue la demostraciôn de 
que el P-amiloide es un potente activador del complemento (Rogers y cols., 1999). La 
activaciôn del complemento en la EA se habia demostrado previamente (Eikelenboom y 
Stam, 1987), pero no se habian encontrado anticuerpos asociados con las lesiones histo­
patolôgicas de la EA. Posteriormente se pudo demostrar que el p-amiloide activa el 
complemento por un mecanismo distinto a la clâsica activaciôn por anticuerpos y que 
consiste en su uniôn a la cola de colâgeno de C lq  (Webster y cols, 1999). La activaciôn 
del complemento da lugar a la producciôn de toxinas anafilâcticas que a su vez amplifi- 
can el proceso inflamatorio.
Ademâs de iniciar la respuesta inmune activando el complemento, el Ap participa 
en el proceso neuroinflamatorio a través de varios mecanismos: a) activaciôn de facto­
res de transcripciôn como por ejemplo NF-kB y AP-1 (Kaltschmidt y cols., 1997; Ferrer 
y cols., 1997); b) mediante la activaciôn del receptor CD40 (Tan y cols., 1999); y c) 
mediante el receptor y activador de proliferaciôn de peroxisomas (PPARy) (Sun y cols., 
2002).
En apoyo de que la neuroinflamaciôn tiene consecuencias deletéreas en la EA es­
tân los estudios epidemiolôgicos, que mostraron una menor incidencia de EA en pacien­
tes de artritis con tratamientos prolongados con AlNEs (McGeer y Rogers, 1992). Por 
otra parte, también en modelos murinos de EA, se ha observado la eficacia de ciertos 
AINEs reduciendo las plaças de amiloide, la activaciôn de la microglia y disminuyendo 
los niveles locales de IL -la  (revisado en Morgan y cols., 2005). No obstante, hay una 
gran disparidad de resultados, tanto entre los estudios epidemiolôgicos como en los es­
tudios con ratones transgénicos, dependiendo de la droga utilizada, tiempo de adminis- 
traciôn o de factores desconocidos. Una posible explicaciôn para estas discrepancias 
puede ser la observaciôn de que los AINEs tienen efectos adicionales a los puramente 
antiinflamatorios. En la actualidad, existen en el mercado docenas de AINEs con distin­
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ta especificidad por COX-1 y COX-2 y otras posibles dianas. Es destacable la observa­
ciôn de que los AINEs que han dado mejores resultados en ratones transgénicos que so- 
breexpresan la APP humana han sido los que actùan sobre COX-1 o sobre rutas alter- 
nativas, como la activaciôn de PPARy o y-secretasa; mientras que los ensayos clinicos 
en humanos que no han mostrado resultados beneficiosos han tenido como protagonis- 
tas los inhibidores especificos de COX-2 (Wyss Coray, 2006).
En la actualidad, se estân realizando ensayos clinicos con drogas que no dependen 
de la actividad de COX-2. Destacan los efectos de flurbiprofeno y su enantiômero. La 
fase II de un ensayo con R-flurbiprofeno (flurizan), de doce meses de duraciôn, acabô 
recientemente mostrando cambios estadisticamente significativos en el declinar de las 
actividades cotidianas en pacientes con EA moderada. En un estudio de seguimiento 
paralelo y tras 21 meses de tratamiento se ha podido apreciar una desaceleraciôn en el 
deterioro funcional y cognitivo fhttp://www.miriad.com/alzheimers/flurizan.php). La 
fase III de este ensayo ya estâ en marcha.
Como habiamos mencionado anteriormente, la inflamaciôn puede jugar un papel 
protector en los procesos neurodegenerativos crônicos. La activaciôn de la microglia 
parece facilitar la eliminaciôn de plaças de Ap (Wilcock y cols., 2004). En consonancia 
con esta idea, anticuerpos anti-Ap, inducidos por inmunizaciôn activa con péptidos Ap 
sintéticos o inmunizaciôn pasiva, se mostraron muy eficaces reduciendo las plaças de 
amiloide en ratones TgAPP, actuando en las células de la microglia (Monsonego y 
Weiner, 2003). A la inversa, en ratones op/op con una disfunciôn de la microglia, ya 
que carecen del factor estimulante de macrôfagos (M-CSF), se ha descrito la apariciôn 
de depôsitos de Ap en el parénquima cerebral (Kaku y cols., 2003). Estos estudios fue- 
ron la base para desarrollar la primera vacuna contra la EA. La inmunizaciôn con Ap42 
(AN-1792, Elan Pharmaceuticals Inc), fue efectiva para la eliminaciôn de las plaças se­
niles, en un ensayo clinico realizado con 400 pacientes, pero también tuvo consecuen­
cias negativas y algunos pacientes desarrollaron meningoencefalitis (Nicoll y cols.,
2003).
En resumen, desde la descripciôn de la activaciôn del complemento y la microglia 
en cerebros de pacientes de EA hasta los estudios en ratones modificados genéticamente
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para estudiar el proceso de la neuroinflamaciôn, se ha recorrido un gran camino. Sin 
embargo, aùn no hay datos concluyentes de que la inflamaciôn pueda estar en el origen 
de la patologia. También el papel de los AINEs en la EA, es controvertido y no hay que 
olvidar el posible beneflcio de la inflamaciôn cuando se trata de identiflcar posibles di­
anas terapéuticas.
4.3. Estrés oxidativo y EA.
Se sabe que a lo largo de la vida de un individuo ocurren muchos cambios, uno 
de los mas difundidos es el dano oxidativo. Aunque el oxigeno es esencial para la vida 
sus metabolitos conocidos como especies de oxigeno reactivas (ROS), pueden causar un 
dano celular importante. Se sabe que, aproximadamente, el 1% del flujo mitocondrial de 
electrones puede generar ROS, los cuales son detoxiflcados por antioxidantes celulares. 
Cuando los niveles de ROS exceden la capacidad antioxidante de la célula ocurren unas 
condiciones deletéreas conocidas como estrés oxidativo. La acumulaciôn de ROS, que 
incluye H2O2, radicales hidroxilos y el aniôn superôxido, tiene como consecuencia la 
oxidaciôn de proteinas, peroxidaciôn de lipidos, danos en el ADN y, ùltimamente, se ha 
visto que puede causar muerte celular via apoptosis y necrosis. Indirectamente, a través 
de la interacciôn de los radicales hidroxilos con ôxido nitrico, pueden interferir con la 
funciôn de algunas proteinas introduciendo grupos nitrito en los residuos de tirosina. 
Dado que las neuronas tienen una alta tasa metabôlica, limitado potencial de regenera- 
ciôn, y relativamente bajos niveles de antioxidantes, se piensa que son particularmente 
vulnérables a las ROS. Los estudios en cerebros humanos postmorten han implicado 
repetidamente el estrés oxidativo en la muerte neuronal, particularmente en transtomos 
neurodegenerativos tardios. Por ejemplo, se ha encontrado incremento en varios bio- 
marcadores de estrés oxidativo en regiones enfermas de tejido cerebral postmorten en 
pacientes de esclerosis amiotropica lateral (ELA), enfermedad del priôn, enfermedad de 
Huntington y parâlisis supranuclear progresiva (Andersen, 2004; Bamham y cols., 
2004). El anâlisis de necrosias de pacientes con EA también ha revelado la existencia de 
todos estos marcadores de estrés en zonas afectadas por la enfermedad junto con abon­
dantes plaças neuriticas y ovillos neuroflbrilares (Sayre y cols., 2001). Signos de estrés 
oxidativo también se han encontrado en células extraneurales de pacientes con EA (Me- 
cocci y cols., 1998). Estas observaciones sugieren que el estrés oxidativo no es una me-
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ra consecuencia de la enfermedad, sino que puede estar genéticamente determinado 
(Eckert y cols., 2003). Algunos autores han sugerido que las alteraciones en la funciôn 
mitocondrial y el estrés oxidativo son eventos iniciales en la patogénesis de la EA (Cas- 
tellani y cols., 2002; Nunomura y cols., 2001).
Desde hace tiempo se piensa que Ap juega un papel importante en la generaciôn 
de ROS (Butterfield y cols., 1994; Behl y cols., 1994) y que ésta puede ser la causa de 
una mayor vulnerabilidad de ciertas neuronas a la muerte celular por apoptosis. Esta 
idea se apoya, entre otras, en las siguientes observaciones: a) Las acciones neurotôxicas 
de Ap se pueden bloquear con antioxidantes (Kaltschmidt y cols., 1997), b) La sobreex- 
presiôn de mutantes humanas de APP, PSI o PS2, produce en cultivos celulares una al­
teraciôn de la funciôn mitocondrial, un aumento en los niveles de superôxido y apopto­
sis (Guo y cols., 1999; Perry y cols., 2002). Resultados similares se han obtenido con 
células neurales y extraneurales procedentes de animales modificados genéticamente 
para sobreexpresar mutaciones en APP o PS (Guo y cols., 1999; Matsuoka y cols., 
2001; Eckert y cols., 2001a , 2001b, 2003).
Los mecanismos moleculares implicados en la inducciôn de estrés oxidativo y 
muerte neuronal por Ap no son del todo conocidos. Se ha sugerido que Ap puede dete- 
riorar la funciôn colinérgica (Li y Smith, 1996), y alterar la homeostasis de Ca^^ (Guo y 
cols., 1997; Mattson, 2002). Recientemente, se ha sugerido que el estrés oxidativo in- 
ducido por Ap puede ser una presiôn mitôtica que fuerce a ciertas neuronas a una entra­
da aberrante en el ciclo celular (Klein y Ackerman, 2003).
4.5. Ciclo celular y EA.
La ultima y quizâs la mâs controvertida teoria para la patogénesis de la EA plan- 
tea que una de las posibles causas de la pérdida neuronal es debida a la reactivaciôn del 
ciclo celular en neuronas diferenciadas (Arendt y cols., 1996; Yang y cols., 2001).
La teoria explica el interesante paralelismo entre el desarrollo del cerebro y la EA.
Asi, los cambios cognitivos y funcionales que ocurren en la EA se corresponden con un 
modelo inverso a lo que ocurre en el desarrollo (Reisberg y cols., 2002). La EA dévasta, 
paso a paso, la red neuronal responsable de las funciones cognitivas (Nagy y cols..
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1998; Arendt, 2003; Braak y cols., 1991), mediante un mecanismo que afecta mâs se- 
veramente a regiones del cerebro que son ontogénicamente y filogenéticamente, las mâs 
recientes (Arendt, 2000, 2003).
En el desarrollo del cerebro las neuronas se integran en redes sinâpticas una vez 
que se baya completado la proliferaciôn, migraciôn y diferenciaciôn del progenitor neu­
ronal. Las senales celulares que controlan la conectividad y la plasticidad sinâptica tam­
bién representan las senales ambientales que mantienen las neuronas en estado diferen- 
ciado, impidiendo la reactivaciôn de las senales que conducen a la migraciôn o prolife­
raciôn. Este papel dual de senales morforregulatorias représenta un riesgo inherente pa­
ra las neuronas con un alto grado de plasticidad sinâptica ya que, en algunas circunstan- 
cias, se puede producir una reactivaciôn errônea del ciclo celular que puede, finalmente, 
desencadenar la muerte celular en las neuronas (Arendt, 2003).
4.5.1. Alteraciones mitôticas en la EA.
Las evidencias que demuestran una reactivaciôn del ciclo celular en neuronas son 
numerosas. Los estudios de Vicent y Davies fueron los primeros en mostrar la expresiôn 
de proteinas reguladoras del ciclo celular en neuronas procedentes de cerebros con la 
EA (Vicent y cols., 1996). Posteriormente otros laboratorios han descrito un amplio 
numéro de proteinas del ciclo celular en neuronas de biopsias cerebrales de individuos 
afectados con EA (Arendt y cols, 1996, Mcshea y cols., 1997, Nagy y cols., 1997, Bus- 
ser y cols., 1998). Estos estudios se basan principalmente en evidencias inmunocito- 
quimicas que muestran la reapariciôn de quinasas del ciclo celular, de sus activadores y 
de sus inhibidores, y por lo tanto, ofrecen sôlo apoyos indirectos de que las neuronas 
estân entrando en un ciclo celular real. Las evidencias directas vinieron con Yang y 
cols, en el ano 2001. Estos autores mediante el uso de fluorescencia de hibridaciôn in 
situ (FISH), pudieron demostrar la replicaciôn del ADN en 4 loci de 3 cromosomas dis­
tintos en una fracciôn significativa del hipocampo de EA, sin que este proceso ocurriera 
en otras zonas cerebrales de los mismos sujetos no afectadas por la patologia o en neu­
ronas de hipocampo de individuos no dementes (figura 8).
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Figura 8 - FISH apllcado a neuronas de cerebros de pacientes con EA y a contrôles de la 
misma edad. S e  m uestran  neuronas del nûcleo basai d e  M eynert p roceden tes de  cerebros d e  in­
dividuos contrôles y d e  EA, m arcadas con una so n d a  que reconoce el gen BACE 1 que s e  localiza 
en  el crom osom a 11. S e  encontraron neuronas poliploides en cerebros de  pac ien tes con EA (panel
B). Sin em bargo, no s e  encontrô poliploidia en las n eu ronas p roceden tes d e  cerebros d e  individuos 
contrôles (panel A). Escala 10p,m.
Por otro lado, hay que considerar la posibilidad de que la desregulaciôn del ciclo 
celular podria estar implicada en la generaciôn de las dos caracteristicas neuropatolôgi- 
cas mâs importantes de la enfermedad: la formaciôn de ovillos neurofibrilares y la gene­
raciôn de plaças de amiloide. Uno de los factores mâs destacados de la fase G% y gene­
ralmente del ciclo celular es la activaciôn de las quinasas necesarias para que la célula 
progrese a través de las diferentes etapas del ciclo (Massagué, 2004). La activaciôn de 
estas quinasas estâ asociada con una disminuciôn de la actividad de fosfatasas y una 
graduai desestabilizaciôn de microtùbulos en un intento de preparar a la célula para la 
citocinesis. La desestabilizaciôn de los microtùbulos aumenta el pool de Tau libre no 
unido a tubulina y que puede ser fâcilmente fosforilado. De esta forma, se dificulta el 
re-acoplamiento de Tau a los microtùbulos y se facilita la formaciôn de PHF tipico de 
los ovillos. Durante G2 , también se altera el estado de fosforilaciôn de otras proteinas, 
como es el caso de la proteina APP, de manera que se producen cambios en su proce­
samiento, dando como resultado la producciôn de fragmentes p-amiloide (Suzuki y 
cols., 1994). Podemos decir, por tanto, que algunos cambios invariables de la enferme­
dad como la fosforilaciôn de Tau o la expresiôn, fosforilaciôn y metabolismo de la pro­
teina precursora de amiloide (APP), en neuronas que estân degenerando, son también 
factores de las células que se estân dividiendo (Raina y cols., 2000; Zhu y cols., 2000).
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El ciclo de division celular es un proceso altamente regulado con numerosos pun- 
tos de control para asegurar la normal proliferaciôn celular en presencia de senales am­
bientales adecuadas. Los periodos asociados a la replicaciôn del ADN (fase S) y la mi­
tosis (fase M), estân separados por periodos intermedios Gi y G2 . La progresiôn a través 
de las distintas fases del ciclo de divisiôn celular ocurre por la expresiôn y activaciôn 
secuencial de diversas CDKs (quinasas dependientes de ciclinas) (Grana y cols., 1995), 
que a su vez dependen de la presencia de reguladores positives y reguladores negatives.
La reentrada de células arrestadas en Go a Gi del ciclo celular es mediada por la 
expresiôn y activaciôn de complejos ciclina D/CDK4,6 inducida por la presencia de fac­
tores de crecimiento mitôticos. La transiciôn de Gi a S es regulada por la activaciôn de 
complejos ciclina E/CDK2 (Sherr y cols., 1994). La ausencia de ciclina E o la inhibi­
ciôn de ciclina E/CDK2 por p21^'^^ (p21), p27^‘^  ^ (p27) y p53, podria causar el pare de 
la etapa Gi. El siguiente destine de las células paradas en Gi depende de la presencia o 
ausencia de ciclina A (Grana y cols 1995). En ausencia de ciclina A, las células retoman 
a Go y se rediferencian; sin embargo en presencia de ciclina A las células entran en divi­
siôn, pierden la capacidad de rediferenciarse y; si no son capaces de completar el ciclo 
mueren por apoptosis (Meikrantz y Schlege, 1995). En células proliférantes, esta alter- 
nativa, progresiôn, arresto o apoptosis, tiene como objetivo prévenir la transmisiôn de 
los posibles dafios en el material genético. En células altamente diferenciadas como las 
neuronas, este mecanismo previene la generaciôn inadecuada de nuevas células que no 
podrfan ser integradas en los circuitos neuronales existentes (Copani y cols., 2001). En 
otras palabras: la entrada inadecuada en el ciclo celular de células altamente diferencia­
das produce, en ùltimo término, la muerte celular.
El anâlisis de la expresiôn de proteinas del ciclo celular en neuronas procedentes 
de necropsias de individuos con la EA, permitiô elucidar la progresiôn de las células a 
través de las distintas fases del ciclo. Este anâlisis revelô la presencia de ciclina Di y 
CDK4 en neuronas enfermas sugiriendo que las neuronas vulnérables en la EA no estân 
permanentemente en fase quiescente (Mcshea y cols., 1997; Nagy y cols 1997). La pre­
sencia de ciclina E/CDK2 indicô que las neuronas pasan a Gi (Nagy y cols 1997). La 
presencia de replicaciôn del ADN sugiriô que las neuronas susceptibles pueden comple­
tar casi la fase S (Yang y cols., 2001). Adicionalmente, la expresiôn aberrante de ciclina
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B l/ CDK2 indicé que las neuronas que se degeneran en EA pueden incluso, en algunos 
casos, alcanzar la fase G2 (Smith y cols., 1995). Sin embargo, nunca se han encontrado 
evidencias de mitosis, lo que sugiere que la re-entrada en ciclo, como muestra la expre­
siôn de estos marcadores, conduce a la muerte neuronal (Copani y cols 2001; Herrup
2004). Dicho de otro modo, las neuronas estân comprometidas a permanecer en blo­
quée permanente del ciclo celular, pero si por alguna razôn se fuerza la entrada en ciclo, 
mueren (Lee y cols, 1992).
4. 5. 2. Reactivaciôn del ciclo celular y muerte neuronal.
Mientras que la relaciôn existente entre ciclo celular, muerte celular y diferencia­
ciôn estâ bien documentada, fundamentalmente, en lo que se refiere a los procesos neo- 
plâsicos (Piacentini y cols., 1993) o al desarrollo del SNC durante la embriogénesis 
(Ross, 1996). Se sabe mucho menos del control de estos procesos en células altamente 
diferenciadas, como las del sistema nervioso.
En 1993, Heinzt postulé que un descontrol del ciclo celular podria originar la 
muerte de neuronas diferenciadas. Se basaba en el hecho de que los tumores neuronales 
son muy raros, y dedujo que las células neuronales debian ser, de alguna manera, resis- 
tentes a la transformaciôn neoplâsica (Heintz, 1993). Por otra parte, la evidencia expe­
rimental demostrô que la expresiôn de oncogenes en células neuronales causaba su 
muerte en lugar de la proliferaciôn celular (Feddersen y cols., 1992). Reciprocamente, 
la inhibiciôn farmacolôgica del ciclo celular o la expresiôn ectôpica de CDKIs (inhibi­
dores de quinasas dependientes de ciclinas), protege a las neuronas frente a agentes in- 
ductores de muerte celular (Giovanni y cols., 1999; Osuga y cols., 2000; Knockaert, 
2002).
Desde estos primeros trabajos, que sugerian una relaciôn causal entre activaciôn 
del ciclo celular y muerte neuronal, se han realizado numerosos estudios in vitro que 
han confirmado las consecuencias negativas del intento de neuronas diferenciadas de 
iniciar un ciclo de divisiôn celular. Asi por ejemplo, se ha observado que neuronas de 
retina de polio cultivadas en presencia del factor de crecimiento nervioso, insulina y 
neurotrofma-3, sufren apoptosis previa entrada en ciclo celular, y que este fenômeno se 
acompana de un aumento en la expresiôn de la ciclina B2 (Frade, 2000). Mâs reciente-
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mente, Smith y cols, han demostrado mediante infecciôn de neuronas con adenovirus 
que expresan el oncogen c-myc, que se produce replicaciôn del ADN y que las células 
progresan hasta G2 antes de su muerte (McShea y cols., 2006). La administraciôn de 
roscovitina, un inhibidor de CDKs (quinasas dependientes de Ciclinas), previene la pro­
gresiôn a través del ciclo y la muerte celular por apoptosis. Estos resultados demuestran 
que aunque algunas neuronas retienen la capacidad de responder a factores de creci­
miento entrando en el ciclo celular, esta estimulaciôn produce muerte celular en lugar 
de proliferaciôn. Asimismo, experimentos realizados en modelos animales y observa­
ciones realizadas en otras enfermedades neurodegenerativas, apoyan directa o indirec­
tamente la hipôtesis de que la entrada en el ciclo celular conduce a la muerte neuronal. 
Por ejemplo, ratones déficientes en la proteina del retinoblatoma (Lee y cols., 1992) o 
ratones con la mutaciôn “Harlequin” (Hq) (Klein y cols., 2002), presentan neurodegene­
raciôn tras la entrada aberrante en ciclo celular. Por otra parte, ratones transgénicos (Tg) 
que expresan el oncogen viral antigeno T de SV40 bajo el promoter del gen pcp-2 espe- 
cifico de células de Purkinje desarrollan ataxia cerebelosa (Feddersen y cols 1992). 
Igualmente, los ratones Tg que expresan el mismo oncogen bajo el control del promotor 
de rodopsina, son ciegos, como consecuencia de la pérdida de neuronas de la retina (Al- 
Ubaidi y cols 1992). En células de Purkinje, y neuronas estriadas de ratones nulos para 
el gen atm (ataxia-telangiectasia) se han detectado evidencias de entrada aberrante en 
ciclo celular y duplicaciôn del material genético (Yang y Herrup; 2005). En ninguno de 
estos casos se observô la apariciôn de tumores. En otras enfermedades degenerativas no 
relacionadas con la demencia, también se ha observado muerte neuronal asociada con 
eventos del ciclo celular. Es el caso de la esclerosis lateral amiotrôpica (ELA), donde se 
ha observado un aumento en la expresiôn de ciclina D1 y una redistribuciôn del factor 
de transcripciôn E2F-1 en neuronas afectadas (Ranganathan y Bowser, 2003).
4. 5. 3. Apoptosis neuronal
La idea de que la muerte neuronal ocurre por apoptosis en la EA fue sugerida por 
primera vez por Su y cols en 1994, cuando mostraron evidencias de ffagmentaciôn de 
ADN en neuronas de cerebros de individuos con EA. Posteriormente se han encontrado 
numerosas evidencias que la pérdida neuronal en la EA y otras enfermedades neurode­
generativas es el resultado de la activaciôn de apoptosis (Roth, 2001). Asi, por ejemplo.
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se ha encontrado actividad caspasa en cerebros postmorten de individuos con EA (Sel- 
nick y cols, 1999, Stadelmann y cols 1999, Raina y cols., 2001). La mayoria de los es­
tudios apuntan a una mayor contribuciôn a la neurodegeneraciôn, de la llamada apopto­
sis intrinseca, es decir, el proceso que depende de la integridad y funciôn mitocondrial, 
mâs que de la activaciôn de receptores de muerte (Yuan y Yankner, 2000). El dano en el 
ADN (hereditario o inducido), un aumento en el influjo de Ca^^ desde el medio extrace­
lular y el estrés oxidativo o metabôlico, son algunas de las causas que pueden alterar la 
permeabilidad de la membrana mitocondrial y la liberaciôn de moléculas relevantes pa­
ra el proceso de apoptosis (Kermer y cols., 2004). A pesar de las evidencias a favor de 
la activaciôn de apoptosis en cerebros de pacientes de EA y de otras enfermedades neu­
rodegenerativas, se discute si el término apoptosis es adecuado para describir pérdida 
neuronal en este tipo de enfermedades (Zhu y cols., 2006; Jellinger, 2006). La contro- 
versia radica fundamentalmente en el corto tiempo que se necesita para completar la 
apoptosis en cultivos neuronales y la naturaleza crônica de la patologia neurodegenera- 
tiva. Se sabe que algunos de los mediadores de la cascada apoptôtica pueden regular la 
apoptosis de forma bidireccional mostrando actividad pro- o anti-apoptôtica. Por esta 
razôn, se ha sugerido que en el cerebro de pacientes de EA, las proteinas reguladoras de 
apoptosis podrian, en realidad, actuar abortando el proceso apoptôtico, prolongando de 
esta forma la supervivencia de las neuronas afectadas. Este proceso que se ha denomi- 
nado abortosis o apoptosis abortiva (Raina y cols., 2003), implicaria que las neuronas 
afectadas pierden incluso la capacidad de controlar su propia muerte programada y pro- 
porciona a estas neuronas una senal aberrante de supervivencia.
4.5.4. La entrada en ciclo es necesaria pero no sufîciente para causar
pérdida neuronal.
Aunque la aberrante entrada del ciclo celular de neuronas susceptibles puede con­
tribuir a la pérdida neuronal de la EA, las proteinas mitôticas no estân exclusivamente 
asociadas con el final del estado neuropatolôgico, sino mâs bien con cambios neurona­
les muy tempranos que ocurren en la enfermedad (Busser y cols., 1998; Yang y cols., 
2003; Yang y Herrup, 2006). De hecho los marcadores del ciclo celular aparecen antes 
que los cambios citopatolôgicos, como se ha demostrado en 3 modelos de ratôn para la 
EA que desarrollaban plaças de amiloide. En estos ratones se observô que la expresiôn 
de proteinas reguladoras y duplicaciôn del material genético se producia meses antes de
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la apariciôn de las plaças de Ap y del proceso inflamatorio (Yang y Herrup, 2006). La 
observaciôn de la presencia de marcadores del ciclo celular en casos de pacientes con 
DCL, también sugiere que la entrada en ciclo celular es un acontecimiento temprano en 
el transcurso de la enfermedad (Yang y cols., 2003).
El trabajo de Yang y Herrup (2006), sugeria que la re-entrada en ciclo celular de 
neuronas vulnérables es un factor necesario, pero no la causa inminente de la muerte 
neuronal, al menos en ratones. Aparentemente el tiempo que transcurre desde que las 
neuronas inician un ciclo de divisiôn celular y su muerte es considerable (Busser y cols., 
1998; Yang y cols., 2001). Estos autores estimaron, de forma independiente y con téc­
nicas distintas, el tiempo que transcurre entre estos dos procesos en cerebro humano. 
Durante todo este tiempo, cercano al ano, se puede encontrar neuronas aneuploides sin 
grandes cambios en su funcionalidad (Hock y Lamb, 2001). Se puede hacer dos inter- 
pretaciones de estas observaciones. En primer lugar, se puede pensar que la re-entrada 
en ciclo celular no es sufîciente por si misma para causar la muerte neuronal, sino que 
necesita el concurso de otro estimulo. A favor de esta interpretaciôn esta la llamada teo­
ria de los dos impactos (Zhu y cols., 2006), que sostiene que la entrada aberrante en ci­
clo celular y el estrés oxidativo son necesarios para el avance de la enfermedad; si bien 
cada uno de estos procesos por separado podrian iniciar el proceso patolôgico. En esta 
linea de pensamiento, estudios recientes han demostrado la presencia de marcadores del 
ciclo celular tras la muerte neuronal inducida por hipoxia e isquemia en roedores (Kuan 
y cols., 2004). En segundo lugar, se ha sugerido que la entrada de ciertas neuronas en 
ciclo de divisiôn celular, puede tener un papel protector en situaciones de estrés (Yang y 
cols., 2006) y que, de forma anâloga a lo que ocurre en ciertas circunstancias durante el 
desarrollo, las neuronas se beneflcien de tener copias extra de cada alelo (Claycomb y 
cols., 2004). No obstante, el resultado final de la entrada en ciclo de divisiôn celular tie­
ne consecuencias létales para la neurona, pero el largo tiempo que transcurre entre el 
inicio del ciclo y la pérdida neuronal, sugiere que in vivo debe haber otros factores im­
plicados en la muerte neuronal.
La presencia de marcadores del ciclo celular en ancianos no dementes (Nagy y 
cols., 1998), también sugiere que la estimulaciôn mitogénica por si misma no es sufi- 
ciente para causar la EA (Arendt, 2003). La diferencia entre el cerebro de individuos
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contrôles y enfermos de EA no estâ en la reactivaciôn del ciclo celular, sino en cuândo 
se consigne el arresto del proceso en unas células que no pueden dividirse. En el cerebro 
adulto normal parece existir mecanismos de control que consiguen frenar râpidamente 
la progresiôn de las neuronas a través del ciclo y éstas pueden ser rescatadas antes de la 
transiciôn de Gi a S. En el cerebro de los pacientes de EA se sobrepasa este punto de 
control, tiene lugar la replicaciôn del ADN y la re-diferenciaciôn ya no es posible (Yang 
y cols., 2001; Nagy., 2000). La progresiôn de las neuronas hasta la fase G2 del ciclo ce­
lular produce la muerte de la célula o graves lesiones que comprometen su funciona- 
miento. La naturaleza del fallo en la regulaciôn de Gi a S en la EA se desconoce y aun­
que se ha detectado la expresiôn de inhibidores de quinasas dependientes de ciclina en 
neuronas vulnérables (Arendt y cols 1996; Ogawa y cols., 2003), su presencia no parece 
prévenir la progresiôn celular a través del ciclo. La causa de esta pérdida de funciôn 
continua sin ser explicada.
4.5.5. Mecanismos de senalizaciôn implicados en la reactivaciôn del ci­
clo celular en la EA.
Una de las cuestiones mâs importantes por resolver, es determinar los aconteci­
mientos que provocan la entrada de neuronas diferenciadas en un ciclo de divisiôn celu­
lar, que tiene consecuencias fatales. En otras palabras, queda por définir cuales son los 
mecanismos moleculares de senalizaciôn celular implicados en el binomio ciclo celular- 
muerte neuronal. La bùsqueda de factores responsables de la formaciôn de ovillos neu­
rofibrilares y plaças de Ap en las neuronas afectadas por la EA, ha aportado algunas 
claves. Asf por ejemplo, en los depôsitos amiloideos se ha encontrado acumulaciôn de 
factores de crecimiento como EGF (Styren y cols., 1990), pFGF (Gômez-Pinilla y cols.,
1990), IGF-1 (Connor y cols., 1997) e ILs (Cacabelos y cols., 1994; Huberman y cols., 
1994; Luterman y cols., 2000) que; tal vez, pudieran ser la causa de la entrada en ciclo 
celular de algunas neuronas. También, hay que considerar la posibilidad de que los de­
pôsitos de p-amiloide tengan, in vivo, un efecto neurotrôfico, como se ha demostrado in 
vitro (Giovanni y cols., 1999; Wu y cols., 2000; Jordan-Sciutto y cols., 2001). Otros 
factores que pueden aumentar la presiôn mitôtica en el cerebro de pacientes son: a) la 
pérdida de conexiones sinâpticas, uno de los eventos iniciales de la EA (Masliah y cols., 
1993; Nagy, 2000); b) el proceso inflamatorio crônico, a través de la producciôn de ci-
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toquinas; c) el estrés oxidativo (Klein y Ackerman, 2003): el dano en el material genéti­
co inducido por los radicales libres a lo largo del tiempo ha sido considerado como una 
de las causas del intento de ciertas neuronas de dividirse. Por otra parte, también se ha 
sugerido que niveles elevados de homocisteina, considerado como un factor de riesgo 
de desarrollar EA y enfermedades cardiovasculares (Clarke y cols., 1998; Millar, 2003; 
Tyagi, 1998), puedan tener un efecto mitogénico como se ha demostrado en cultivos 
celulares (Majors y cols., 1997). El hecho de que el numéro de mujeres afectadas por la 
EA doble al de varones (Paykel y cols., 1994; Fratiglioni y cols., 2000) y que la EA se 
manifieste después de la menopausia, sugiere la posibilidad de que algunos factores 
hormonales puedan también contribuir al proceso neurodegenerativo. En este sentido, 
conviene resaltar la importancia de los estrôgenos en el mantenimiento de las conexio­
nes sinâpticas (Pike, 1999; Wade y cols., 1999) y el papel de las hormonas tiroideas 
como senales de diferenciaciôn para las neuronas (Denver y cols., 1999; Pérez Juste y 
Aranda, 1999). Sin embargo, recientemente, los resultados contradictorios que se han 
encontrado en el llamado estudio WHIMS (Women's Health Initiative Memory Study) 
en el que la terapia hormonal sustitutiva parecia aumentar el riesgo de demencia en mu­
jeres postmenopâusicas (Shumaker y cols., 2003), han cuestionado el supuesto papel 
protector de los estrôgenos. Paralelamente, se ha propuesto que otras hormonas del eje 
hipotâlamo-pituitaria-gônadas pudieran estar implicadas en la patogénesis de la EA 
(Webber y cols., 2006). Especificamente, se sospecha del posible papel patogénico del 
aumento en la concentraciôn de gonadotrofinas que se produce en la menopau- 
sia/andropausia (Casadeus y cols., 2006).
De todas las posibles vi'as de senalizaciôn celular que podrian conducir a la re- 
entrada en ciclo de divisiôn, merece ser destacada la que implica la participaciôn de la 
APP como receptor de superficie, iniciando una cascada de acontecimientos que culmi­
na con la replicaciôn del ADN y apoptosis (revisado en Herrup y cols., 2004). Trabajos 
previos han observado que el efecto que produce la sobrexpresiôn de APP en neuronas, 
es inducir su muerte asociada con un aumento en la replicaciôn del material genético 
(Chen y cols., 2000; Mcphie y cols., 2003). La idea de que la APP puede actuar como 
un receptor de superficie, se apoya en las siguientes evidencias expérimentales: a) la 
secuencia de aminoâcidos de la molécula de APP es semejante a la de las proteinas in-
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trinsecas de membrana de tipo 1 (Kang y cols., 1987), b) la APP se expresa mayorita- 
riamente en la superficie de las neuronas (Jung y cols., 1996; Storey y cols., 1996), c) el 
extremo carboxilo terminal de la APP interacciona con la proteina heterotrimérica Go 
(Nishimoto y cols., 1993).
La APP interacciona, a través de su extremo carboxilo, con un gran numéro de 
proteinas (Borg y cols., 1996; Chow y cols 1996; Matsuda y cols., 2001; Taru y cols., 
2002; Inomata y col., 2003; Mcphie y col., 2003). Dos de estas proteinas, la proteina 1 
de union a APP (APP-BPl) (Chow y cols. 1996) y la PAK3 (quinasa 3, activada por 
p21) (Mcphie y col., 2003), pudieran ser importantes para explicar la coexistencia de 
replicaciôn de ADN y neurodegeneraciôn en la EA. La APP-BPl régula el transite en­
tre las fases S y M del ciclo en células proliférantes (Chen y cols. 2000) y se ha descrito 
que cuando se sobreexpresa en neuronas produce muerte celular (Chen y cols. 2003). 
Ademâs se ha demostrado un aumento en la expresiôn de APP-BPl en neuronas que 
sobreexpresan las formas mutantes de la APP humana que causan la EA familiar (Chen 
y cols. 2003). Estas células son capaces de progresar hasta la fase S del ciclo y final- 
mente mueren por apoptosis. También se ha demostrado un aumento de la expresiôn de 
APP-BPl en regiones vulnérables del cerebro de pacientes de EA comparada con la que 
tiene lugar en cerebros de individuos no dementes. La proteina PAK3 es una se- 
rin/treonin quinasa (Mcphie y co l, 2003) que también esta implicada en la sintesis de 
ADN y apoptosis neuronal inducida por las mutaciones patogénicas de APP. Una muta- 
ciôn en la quinasa PAK3, dominante negativa, inhibe la muerte neuronal por apoptosis y 
la sintesis de ADN inducidos por las mutantes patogénicas de APP, este efecto también 
es interrumpido por la delecciôn del dominio de union de PAK3 a APP o por la coex- 
presiôn de un péptido que représenta este dominio de union. Por ultimo, la interacciôn 
de APP y la proteina Go, parece jugar también un papel relevante en la apoptosis induci­
da por las mutaciones de APP de la EA familiar. Se ha descrito que la toxina pertussis, 
conocido inhibidor de las proteinas Gq/G i, es capaz de inhibir la apoptosis neuronal en 
las células que expresan estas mutantes (Herrup y cols., 2004). Estos efectos no se pro- 
ducen cuando se expresa una proteina Go, modificada para que no sea sensible a la 
toxina pertussis. Estas observaciones sugieren que la APP, a través de la interacciôn 
con otras proteinas que se unen a su extremo C-terminal, activa una cascada de senali- 
zaciôn importante para el funcionamiento normal del cerebro, tal vez regulando la re-
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modelaciôn sinâptica o neurogénesis durante el aprendizaje. Por tante, una disfunciôn 
de esta via de senalizaciôn podria conducir a las neuronas a entrar en un ciclo aberrante 
de division celular que les causa, en ultimo término, la muerte.
La complejidad de los mécanismes de senalizaciôn que pueden causar la reactiva- 
ciôn del ciclo celular en neuronas vulnérables, asi como las evidencias de la participa- 
ciôn de otros procesos y la existencia de factures de riesgo ha llevado a Nagy, 2000, 
2006 a proponer un modelo de neurodegeneraciôn que se detalla en la figura 7.
Envejecimiento
Dafio en el 
ADN 
Mutaciones
Homocisteina Estrés
oxidative
Àcido
Hipoxia
Dem<
CDKIsPérdida
sinâptica Re-entradaen
ciclo celular
Progresiôn
del
ciclo celular
Alteraciones 
en citoesquele-
Hormonas
tiroideas
Factores de 
crecimiento NFT
Figura 7.- Modelo de neurodegeneraciôn en la EA propuesto por Nagy (2000, 2006)
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Segùn este modelo, un desequilibrio entre las senales mitogénicas (p-amiloide, 
factores de crecimiento acumulados en las plaças, ILs producidas por la activaciôn de 
células de la glia, estrés oxidativo, niveles elevados de homocisteina, hipoxia cerebral) y 
los factores de diferenciaciôn (estrôgenos, hormonas tiroideas), junto con el fallo en los 
mécanismes de control del ciclo celular, dan lugar a que las neuronas entren y progresen 
hasta estadios avanzados del ciclo. Ante la imposibilidad de concluirlo con éxito, las 
células estân abocadas a la muerte por apoptosis o a desarrollar un fenotipo patolôgico, 
que en ultime término podria causar la muerte neuronal. El hecho de que alguno de es­
tos factores de riesgo pueda ser modificado farmacolôgicamente y la bùsqueda de di- 
anas claves en la regulaciôn del ciclo celular, puede tener, quizâs, importancia para la 
prevenciôn de la EA.
5. Utilizaciôn de células extraneuronales en el estudîo de la patoge- 
nia de la EA.
Un problema fundamental en el estudio de la fisiopatologia de EA, ha sido el 
hecho de que el material de estudio provenga de autopsias, frecuentemente procedente 
de casos terminales de patologia avanzada, que dificulta el estudio de procesos patolô- 
gicos iniciales a nivel celular y/o molecular. En estos casos, es imposible separar aque- 
llos eventos casuales de otros, inespecifîcos, o que se deriven de la destrucciôn celular 
que provoca la enfermedad. Afortunadamente, la disponibilidad de modelos animales 
para el estudio de la EA ha permitido grandes avances en el conocimiento de algunos 
aspectos de la enfermedad. En los ùltimos 10 anos numerosos modelos de raton han si­
do desarrollados para reproducir los cambios bioquimicos e histopatolôgicos de la EA 
que incluyen las plaças de amiloide y la patologia de Tau (Ver tabla II), algunos de es­
tos modelos muestran pérdida neuronal y sinâptica y déficit en el comportamiento en 
varios aspecto del aprendizaje.
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T abla II - R esu m en  d e  m o d ificac lo n es g e n é tic a s  d e  la EA e n  m o d e lo s  d e  ratôn .
Nombre T ransgen Neuropatologla Comportamiento Referencias
R a to n es co n  m u ta c io n e s  A PP y P re sen llin as
NSEARP hAPP-751(Silvestre) Patologia difusa de amiloide
Deterioro en la fun- 
ciôn cognitiva depen­
diente de  la edad.
Quon y cols. 
1991
PDAPP hAPP(V717F-lndiana)
P laças neurlticas rodeadas 
de neuritas distrôficas apa- 
recen de los 6 a los 9 me- 
ses . S e observa astrocitosis, 
microgliosis y pérdida sinàp- 
tica.
Déficit en  el aprendi­
zaje y la memoria 
espacial. Suefio re- 
ducido REM.
Chen y cols. 
1998
Tg2576
hAPP 
(K670N, M671L- 
S ueca)
P laças neurlticas que apare- 
cen entre los 9-12 m eses 
microgliosis y astrocitosis. 
No s e  observa pérdida neu­
ronal ni sinâptica.
Déficit en  el aprendi­
zaje y la memoria
W esterm an y 
cols., 2002
APP23
hAPP 
(K670N, M671L- 
S ueca)
P laças de amiloide detecta- 
d as  a  los 6 m eses, microglia 
y astrocitos activados. P ér­
dida neuronal a  los 18 m e­
ses. Angiopatotia amiloide.
Progresivo deterioro 
d e  la memoria, ad- 
quisiciôn y retenciôn.
Van Dam y 
cols., 2003
APP/Lo
hAPP 
(V7171) Londres
P laças de amiloide d en sas  y 
difusas detectadas a  los 10- 
12 m eses. Angiopatotia am i­
loide a  los 15 m eses.
Déficit en  el aprendi­
zaje.
M oechars y 
cols., 1999
TgCRNDS
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I Sueca, 
Indiana)
Depôsitos de  amiloide d e s ­
arrollados a  los 3 m eses, 
con plaças d en sas  en el 
nûcleo y patologia neuritica 
a los 5-6 m eses. Tem prana 
mortalidad del 50% de los 
ratones a los 3 m eses
Déficit en  la memoria 
espacial
Lovasic y 
cols., 2005
APP 
(Sueca- Londres)
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I Sueca, 
londres)
Depôsitos de  amiloide d e s ­
arrollados a  los 3 m eses en 
el côrtex, a  los 5-7 m eses en 
el hipocampo, tâlam o y cor- 
teza olfativa.
No descrito Rockenstein y cols., 2001.
Tg2576 x PS1
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I Sueca); 
hPS1(M146L)
Fuerte desarrollo de depôsi­
tos de Ap en el côrtex y hi­
pocam po com parado con los 
Tg2576 as! como una m ode- 
rada secreciôn de A342.
Déficit en la memoria 
espacial
Holcomb y 
cols., 1998
3x Tg-EA
hAPP 
(K670N, M671L, 
V717I Sueca); 
hIau(P301L ) 
hPS1(A246E, 
knock- in)
Producciôn dependiente de  
la edad  de Ap40 y 42. Depo- 
siciôn de amiloide extracelu- 
lar e  Intraneuronal a  los 6-8 
m eses. Incremento progresi- 
vo de la patologia de Tau.
Déficit en la reten­
ciôn, no se  observô 
problèm es en la ad- 
quisiciôn. Déficit de 
memoria corregido 
por inyecciôn intra- 
craneal de  Ap.
Billings y cols., 
2005
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Tabla II (continuaciôn)
Nombre | T ransgen | Neuropatologla Com portamiento | Referencias
R a to n e s  Tau
Ishihara y cols 
1999
3R ON WT Tau 
hum ana
Inclusiones de  Tau interneu- 
ronal, Tau insoluble y gliosis. 
Transporte axonal reducido.
Déficit motor y debili- 
dad m uscular
Ishihara y 
cols., 1999
Probst y cols 
2000
4R 2N WT Tau 
hum ana
Patologia de  Tau progresiva, 
degeneraciôn axonal y neu­
ronal.
Déficit motor y debili- 
dad m uscular
Probst y cols., 
2000
JNPL3 4R ON P301LT au hum ana
Apariclôn Tau hiperfosforila- 
da y cuerpos de pick en el 
SNC. Tau inmunoreactiva en 
el côrtex, hipocampo y la glla 
basai. Gliosis reactiva. D ege­
neraciôn axonal y atrofia 
m uscular esquelética.
Déficit motor y debili- 
dad muscular. Bajo 
peso  corporal. Perdi- 
d a  de  reflejos.
Lewis y cols., 
2000
VLW
4R 2N G272V, 
P 301L y  R406W 
Tau
Alta expresiôn en el SNC e 
hipocampos. Filamentos e  
hiperfosforilaciôn de Tau. 
Anormalidad lisosomal activi- 
dad fosfatasa increm entada.
No descritos Lim y cols., 2001
Tg2576 x JNPL3 Ver arriba
Aumento de  filamentos de 
Tau en  el sistem a llmbico y 
côrtex olfativo de los 9 a  11 
m eses y com parable estruc- 
tura y numéro de p laças aml- 
loides con ratones Tg2576.
Debilidad motora 
progresiva
Lewis y cols., 
2001
Tg2576 x VLW Ver arriba
Incremento edad- 
dependiente de la fosforila- 
ciôn de Tau insoluble en el 
cortex enthorrinal e  hipocam­
po. Aumento de la deposiciôn 
de amiloide com parado con 
ratones Tg2576.
Déficit de  memoria 
m oderado a  los 6 
m eses  y parecido al 
observado en ratones 
Tg2576 a  los 16 m e­
ses .
R ibeyco ls.,
2005
Tg4510 4R ON P301LTau
Hiperfosforilaciôn y filamen­
tos de Tau. Pérdida neuronal 
y atrôfia cerebral
Déficit d e  memoria a 
los 2-4 m eses.
Podlisny y 
cols., 1995
APP: proteina precursora de amiloide, PS1: presenilina 1, 2,”N”: indica numéro de repeticiones 
del N-terminal,”R”: las repeticiones de lugares de uniôn a microtübulos encontradas enC- 
terminal.
Los modelos de ratôn han sido muy utiles para reproducir el fenotipo patolôgico 
de amiloide y la patologia de Tau y, en menor grado, para el déficit sinâptico y la neu­
rodegeneraciôn usando una gran variedad de mutantes APP, presenilinas o proteinas 
Tau. A pesar de estos paralelismos con la enfermedad humana, ninguno de estos mode­
los han mostrado los tipicos ovillos neurofibrilares ni sufren una pérdida signifîcativa de 
cuerpos neuronales (Hock y Lamb, 2001). Aunque estos estudios han ayudado a com- 
prender la funciôn de algunos genes en el desarrollo de la EA y han servido para estu- 
diar el papel del Ap, para evaluar los efectos de numerosas aproximaciones terapéuticas 
incluyendo y-secretasas (Ohno, 2006), agonistas muscarinicos (Fisher y cols., 2003),
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inhibidores de BACE, inmunoterapia de Ap y vacunas (Morgan y cols., 2000; Janus y 
cols., 2000), aùn no existe un modelo que desarrolle fielmente todas las alteraciones 
propias de la patologia. Idealmente se buscan animales que desarrollen todos los sinto- 
mas tipicos de la EA, lo cual séria muy valioso para establecer un orden y una jerarquia 
en las alteraciones, saber cual es causa o consecuencia de otras, ademâs de permitir es- 
tudiar la enfermedad desde su inicio, y poder probar nuevas terapias, comprobando sus 
efectos en cada fase de la patologia. En este sentido, es importante destacar el ultimo 
trabajo del laboratorio de Herrup, donde, basândose en que alteraciones en el ciclo celu­
lar dan lugar a la pérdida neuronal y en el alto grado de neuronas positivas para el ciclo 
en el cerebro de pacientes con EA, han observado que la apariciôn temporal y espacial 
de eventos del ciclo celular en ratôn es muy parecida a la progresiôn de la enfermedad 
humana. Ellos proponen que, en modelos murinos de EA, la reentrada de las neuronas 
en ciclo celular ocurre antes de la apariciôn de las plaças de Ap o de procesos inflama- 
torios. Y que la prolongaciôn en el tiempo entre la iniciaciôn del ciclo celular y la muer­
te neuronal sugiere que, in vivo, hay otros procesos que pueden estar involucrados en el 
proceso de muerte (Yang y Herrup, 2006).
También han sido muy utiles los modelos celulares consistentes en lineas es- 
tablecidas neuronales o extraneurales, asi como cultivos primarios de neuronas y astro­
citos, fundamentalmente de roedores, que sobreexpresan las mutantes humanas de los 
genes APP, PSI y PS2 que son causa de EA (Mattson, 1997; Mattson y cols., 2001). 
Una estrategia altemativa y complementaria es el uso de tejidos periféricos de pacientes 
de EA. Numerosas evidencias expérimentales hacen pensar que la EA, entre otras en- 
fermedades del sistema nervioso, tiene también manifestaciones sistémicas, aunque con 
menores repercusiones clinicas (Nagy y cols., 2002; Gibson y Huang, 2002; Eckert y 
cols., 1994). Las células periféricas pueden tener gran relevancia, dado su fâcil accesibi- 
lidad. De hecho se estân utilizando células periféricas de pacientes con EA, como célu­
las sanguineas (linfocitos y plaquetas) y fibroblastos (revisado por Echeberrygaray e 
Ibarreta, 2001). Aunque las células sanguineas, al contrario que los fibroblastos, son 
susceptibles a influencias significativas y agudas de factores ambientales y del estado 
general del donante (Janus y cols., 2000) han sido utilizadas en el diagnostico y pronôs- 
tico de enfermedades neurolôgicas (Kalman y cols., 2005, Tang y cols., 2004), apoyân-
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dose en la comunicaciôn existente entre el sistema nervioso central y el sistema inmu- 
nolôgico a través de multiples mécanismes hormonales, moleculares y de neurotransmi- 
sores (Gladkevich y cols., 2004). En linfocitos de pacientes con EA se han observado 
fenômenos que ocurren en el cerebro de individuos con EA como la anormal expresiôn 
de APP (Li y cols., 1999), alteraciones en los niveles de enzimas antioxidantes (Mecco- 
ci y cols., 2002), dafio oxidativo en el ADN, ARN y proteinas (Nijhuis y cols., 1996), 
regulaciôn anômala del ciclo celular (Nagy y cols., 2002) y baja regulaciôn de fosfatas 
implicadas en la hiperfosforilaciôn de Tau (Maes y cols., 2006). Otras alteraciones que 
también se han descrito en plaquetas se encuentran en los canales de (Bondy y cols., 
1996; De Silva y cols., 1998) y en la concentraciôn de Ca^^ intracelular (Adunsky y 
cols., 1991; Le y cols., 1993). Estas alteraciones apoyan la idea del grupo de Percy que 
defmen a las células sanguineas como una “ventana” del sistema nervioso central (Percy 
y cols., 2000).
No hay que olvidar el uso de cultivos de fibroblastos, ya que, muestran numero­
sas anormalidades en procesos metabôlicos y bioquimicosque son espejo de eventos que 
ocurren en el cerebro de EA (Gasparini y cols., 1998, Govoni y cols., 1996). Por ejem- 
plo, en fibroblastos de EA, se han encontrado cambios que ocurren en sistemas de 
transducciôn de senal (Zhao y cols., 2002), incluyendo canales iônicos, AMP ciclico y 
la cascada de fosfatidilinositidos, asi como también en la regulaciôn de la proteina p- 
amiloide (Gibson y cols., 1996; Palotas y cols., 2001 y 2002). Algunos de estos cambios 
taies como alteraciones en la fosforilaciôn de ERKl, 2 parecen ser especificos de la EA, 
ya que, estas alteraciones no se encontraron en pacientes con la enfermedad de Hunting­
ton los cuales también presentan demencia (Zhao y cols., 2002). Ademâs, presentan ac- 
tividad anormal de la gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (Mazzola y cols., 2003) y 
dahada la regulaciôn del receptor Bradiquinina B2 por ester de forbol (Jong y cols., 
2002). Finalmente, recientes evidencias halladas en el laboratorio de Uberti y cols., 
2006 han demostrado alteraciones en la via de sefializaciôn p53 que se acompahan de 
una menor vulnerabilidad de los fibroblastos de EA a la muerte celular por apoptosis 
(Uberti y cols., 2002).
Por ello, la utilizaciôn de tejidos periféricos puede ser de gran utilidad en neuro- 
logia. El uso de células extraneuronales ofrece ventajas comunes a otros modelos celu-
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lares y ademâs permite la posibilidad de estudiar procesos patolôgicos en cualquier ni­
vel de progresiôn. La utilizaciôn de tejidos extraneurales de pacientes con Alzheimer 
ha permitido la identificaciôn de un buen numéro de alteraciones celulares y molecula­
res que son reflejos de fenômenos comparables en el cerebro de individuos afectados.
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______________________________________________________________________________ Objetivos
En téiminos générales, el objet!vo de este trabajo ha sido el estudio, en células 
extraneurales de pacientes de EA, de alteraciones en los mecanismos de transducciôn de 
senales asociados con los procesos de supervivencia/muerte celular.
La EA, entre otras enfermedades del sistema nervioso, tiene también 
manifestaciones sistémicas, si bien con menores repercusiones clinicas (Nagy y cols., 
2002; Gibson y Huang, 2002; Eckert y cols., 1994). Por ello se han utilizado tejidos 
periféricos de pacientes para el estudio de ciertos aspectos de la patologia (Li y cols., 
2004; Nagy y cols., 2002; Oliver y cols., 2006). El uso de células extraneurales ha 
permitido importantes avances en el conocimiento de procesos como la generaciôn de 
P-amiloide o el papel de las presenilinas (Gibson y cols., 1996; Palotas y cols., 2001 y 
2002).
En trabajos previos de nuestro laboratorio, realizados en linfocitos inmortalizados 
de pacientes de EA de apariciôn tardia, y donantes contrôles de edad aproximada, se 
pudo detectar alteraciones en la homeostasis de Ca^^ y de H^ (Ibarretay cols. 1997, 
1998) que se asociaron a una mayor respuesta proliferativa de las células de pacientes 
de EA (Urcelay y cols. 2001). Asimismo, otros grupos de investigaciôn han demostrado 
fallos en la progresiôn a través del ciclo celular de linfocitos o de fibroblastos 
(Tatabayashi y cols., 1995; Etcheberrigaray e Ibarreta, 2001; Nagy y cols., 2002) de 
pacientes de EA. Ademâs, parece que es posible detectar alteraciones en el ciclo celular 
en casos de pre-Alzheiemer, es decir en individuos con Deterioro Cognitivo Leve 
(DCL) (Yang y cols., 2003). El interés de estas observaciones radica en que pueden 
considerarse reflejo de alteraciones de tipo “neoplâsico” que se han detectado en 
cerebros de pacientes de EA (Arendt y cols., 1996; Yang y cols., 2001) y que ha llevado 
a algunos autores a postular la hipôtesis de que alteraciones en los mecanismos de 
control del ciclo de divisiôn celular pudieran estar asociados con la muerte neuronal 
caracteristica de la EA (Nagy y cols., 2000,2006; Copani y cols., 2002, Herrup, 2004).
Trabajos recientes de nuestro laboratorio, en los que se han estudiado algunos aspectos 
del control de la actividad proliferativa de pacientes de EA revelaron la existencia de 
una relaciôn causal entre el estado de fosforilaciôn de las proteinas de retinoblastoma y 
contenido celular de la proteina inhibidora de CDKs la p27"^'^\ Asimismo, estos
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trabajos pusieron de manifiesto la importancia de la cascada de senalizaciôn, 
dependiente de Ca^VCaM en la respuesta celular al suero, las células de pacientes de 
EA proliferan mas activamente que las de individuos contrôles y son mas resistentes a 
la muerte celular inducida por la retirada del suero (Cuevas y cols. 2003 y 2005). 
Ambos efectos son impedidos en presencia de antagonistas de CaM.
En base a estos antecedentes se propuso profundizar en el estudio de los 
mecanismos moleculares que subyacen en la mayor actividad proliferativa de 
linfoblastos de pacientes de EA.
Los objetivos concretos planteados para el desarrollo de esta tesis han sido los 
siguientes:
1. Estudio de los mecanismos de regulaciôn del contenido celular 
en linfoblastos de pacientes de EA y donantes contrôles.
2. Estudio de la interacciôn de Ca^/CaM con otras vfas de senalizaciôn 
en la regulaciôn de p27 y proliferaciôn celular.
3. Estudio del papel de la activaciôn de PPARy en el control de la 
actividad proliferativa.
Este ultimo objetivo se justifica si se tiene en cuenta que algunos estudios 
epidemiolôgicos sugieren que el tratamiento prolongado con antiinflamatorios no 
esteroideos (AINEs) retrasa y atenùa los sintomas de EA. Estos efectos parecen estar 
mas relacionados con la capacidad de AINEs de activar PPARy, que de inhibir las 
ciclooxigenasas. Dado que algunos activadores de PPARy tienen potentes efectos 
antitumorales, se ha considerado la posibilidad de que la senalizaciôn a través de PPARy 
pudiera reducir una supuesta presiôn mitôtica en el cerebro de pacientes de EA, 
secundaria al proceso inflamatorio crônico.
En resumen, los objetivos de esta tesis se basan en la hipôtesis de que alteraciones 
en los mecanismos de control del ciclo celular pudieran estar asociados con la muerte 
neuronal. Esta idea se apoya en la observaciôn de niveles de expresiôn de ciertas 
proteinas reguladoras del ciclo celular signifïcativamente distintos en biopsias
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cérébrales postmorten de individuos sanos y afectados por la enfermedad de Alzheimer 
(Arendt y cols., 1996; Mcshea y cols., 1997; Nagy y cols., 1997; Busser y cols., 1998), 
asi como en evidencias directas de que se produce replicaciôn del material genético, en 
una fracciôn signifîcativa de neuronas del hipocampo de estos enfermos, sin que este 
proceso ocurra en otras zonas cerebrates de los mismos sujetos no afectadas por la 
patologia o en neuronas del hipocampo de individuos no dementes (Yang y cols., 2001).
Se propone estudiar los mecanismos de control del ciclo celular en linfoblastos de 
enfermos de Alzheimer y donantes contrôles de la misma edad. En base a la idea de que 
los procesos patolôgicos que afectan fundamentalmente al sistema nervioso tienen 
también una manifestaciôn sistémica. De esta forma se intenta obviar las difîcultades 
inherentes a la obtenciôn de material de estudio procedente del sistema nervioso. Sin 
embargo, dado que los mecanismos reguladores del ciclo celular son mas o menos 
ubicuos, la importancia de validar este modelo experimental radica no sôlo en avanzar 
en el conocimiento de la etiopatogenia de la enfermedad de Alzheimer, sino también en 
la posibilidad de desarrollar sistemas simples de diagnôstico precoz de la enfermedad. 
La detecciôn de alteraciones en la actividad proliferativa de células extraneurales, 
fâcilmente accesibles pero que refîejan lo que ocurre en el sistema nervioso puede 
ayudar a identifîcar personas con riesgo de contraer la enfermedad.
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Materiales y  métodos
1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica y 
establecimiento de Imeas celulares linfoblàsticas.
1.1. Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica.
La separaciôn de células mononucleares de sangre periférica (CMSP), se realizô 
utilizando gradientes de densidad en Ficoll-Isopaque (Lymphoprep™ 1077. Axix-Shield 
Po CAS, Oslo Noruega), segùn el procedimiento descrito por Seigneurin y cols., en el 
ano 1988. El método permite la separaciôn de células mononucleares que tienen una 
densidad inferior a la de los polimorfonucleares (granulocitos) y eritrocitos. La 
separaciôn en un medio isosmôtico de densidad igual a l,077g/ml, permite que los 
eritrocitos y granulocitos sedimenten a través del medio y se forme una banda 
claramente visible con las células mononucleares entre la muestra y la interfase 
medio/muestra, como puede observarse en la figura 9. Se diluyeron 10 ml de sangre en 
un volumen de tampôn fosfato salino (PBS) y se anadiô 10-12 ml de medio de 
centrifugaciôn (Lymphoprep™. Axix-Shield Po CAS, Oslo Norway), procurando no 
romper la interfase. Posteriormente, la muestra se centrifugé a 1400 r.p.m durante 45 
min sin freno. Se recolectô la fase que contiene los linfocitos eliminando los restos de 
Lymphoprep™ (que résulta tôxico para las células) y de plaquetas con varios lavados 
con PBS. Las células aisladas se cultivaron en suspensiôn, a una concentraciôn inicial 
de 110^ células mf^ en frascos de cultivo de 25 cm^ en posiciôn vertical, en medio 
RPMI-1640, que contenta L-glutamina 2 mM, 100 pg/ml de estreptomicina/penicilina, 
10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS) y 5 pg/ml pokeweed (PWM) (Sigma-Aldrich 
Alcobendas, Espana), mitôgeno especifico de células B. Los cultivos se mantuvieron en 
un incubador hùmedo, con 5% de CO2 y 37° C.
El FBS, la penicilina, la estreptomicina y el medio de RPMI se adquirieron de 
GIBCO BRL (Gatithersburg, Maryland, USA).
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Sangre diluida
CENTRIFUGACIÔN
Células m ononucleares 
de sangre periférica
Células rojas y granulocitos
F ig u ra  9. A is la m ie n to  d e  c é lu la s  m o n o n u c le a re s  d e  s a n g re  p e rfé rica .
1.2. Aislamiento de Linfocitos B.
Los linfocitos B se aislaron de la poblaciôn de CMSP por selecciôn positiva 
utilizando un sistema de bolas paramagnéticas unidas al anticuerpo monoclonal anti- 
CD 19, marcador de superficie de células B (MACS Microbeads, Miltenyi Biotec, 
Berglisch Gladbach, Alemania) y columnas de separaciôn magnéticas (MS Separation 
columns, Miltenyi Biotec, Berglisch Gladbach, Alemania), segùn las recomendaciones 
del producto. La poblaciôn de CMSP procedente de 10 ml de sangre periférica, se 
resuspendiô en PBS suplementado con 0,5% BSA y 2mM EDTA (pH 7,2) y se incubô 
con bolas paramagnéticas marcadas con anti-CD19 a una concentraciôn de 20pl de 
bolas por cada 10^ células, durante 15 minutos a 4°C. Pasado el tiempo de incubaciôn, 
se recogieron las células, se lavaron con PBS y se centrifugaron a 1400 r.p.m durante 
10 min, se descartô el sobrenadante y el pellet se resuspendiô en 500pl de PBS 
suplementado. Las células marcadas magnéticamente, se separarôn de las no marcadas 
utilizando una columna de alto gradiente de separaciôn magnética segùn se muestra 
esquemâticamente en la figura 10. El nùmero de linfocitos B obtenidos fue alrededor de 
110^, los cuales fueron incubados en 1 ml de medio RPM I-1640, con L-glutamina 2 
mM, 100 |Xg/ml de estreptomicina/penicilina, 10% (v/v) de FBS y 5 pg/ml de PWM.
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1** paso: Incubaciôn de las células 
con bolas paramagnéticas unidas 
a anti-CD19
O-
2° paso: Pasar la mezcla tanto de células 
marcadas com o sin marcar a través de co ­
lumnas de alta afinidad magnética, unidas 
a un campo magnético, para eluir las célu­
las no marcadas.
< >
3** paso: Quitar la columna del campo 
magnético y recoger las células marca­
das positivamente.
Linfocito B 
Anticuerpo (IgG)
Bola paramagnética 
CD 19
Figura 10. Selecciôn positiva de linfocitos B.
1.3. Establecimiento de lineas celulares linfoblàsticas.
El establecimiento de las lineas celulares linfoblàsticas fue realizado en nuestro 
laboratorio por infecciôn de linfocitos de sangre periférica con el virus de Epstein Barr 
(Koistinen, 1987).
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1.3.1. Producciôn del virus Epstein-Barr.
El virus de Epstein-Barr utilizado en las transformaciones se obtuvo a partir de 
una linea celular de linfoma de Burkitt (B-95-6) cedida por Longina Akhtar (National 
Institute o f Alcohol and Abuse Disorders, NIH, Bethesda, USA). En condiciones 
normales, un porcentaje de las células en cultivo sufre una infecciôn Utica que libera el 
virus al medio. Se recolectô el sobrenadante del cultivo en monocapa de estas células y 
tras una centrifugaciôn para éliminât restos celulares, se pasô a través de un filtro de 0,2 
pm. El virus se conservé en alicuotas de 1 ml a -70°C para su posterior uso en las 
transformaciones linfoblàsticas.
1.3.2. Transformaciôn de linfocitos.
A la poblaciôn de CMSP aisladas obtenidas como se decribiô anteriormente, se les 
anadiô inicialmente una alicuota de 1 ml de virus de Epstein-Barr y 1 pg/ml de 
ciclosporina para evitar la activaciôn de los linfocitos T que podria impedir la 
proliferaciôn inicial de los linfocitos B infectados, y se pusieron en cultivo. A partir de 
este momento se vigila el cultivo con cambios de medio una o dos veces por semana y 
en 3-4 semanas aparecen los primeros clones linfoblâsticos. Una acidificaciôn 
importante del medio constituye un excelente marcador de la trasformaciôn. Una vez 
transformadas las células se dividieron y se preparon para su congelaciôn, en el medio 
ya descrito, con un 7,5% de dimetilsulfôxido (DMSO), para evitar rupturas celulares 
con la formaciôn de hielo y se mantienen a -120° C en nitrôgeno Ifquido en alicuotas de 
1 ml. Tras la transformaciôn, las células se crecieron en suspensiôn, en frascos de 
cultivo de 25 cm^ en posiciôn vertical, en aproximadamente 8 ml del medio RPMI- 
1640, que contenia L-glutamina 2 mM, 100 pg/ml de estreptomicina y, a menos que se 
indique otra cosa, 10% (v/v) de suero fetal bovino (FBS). Los cultivos se mantuvieron 
en un incubador hùmedo, con 5% de CO2 y 37° C. El medio se cambiô cada très dias 
aspirândolo sobre las células y sustituyéndolo por un volumen igual de medio fresco.
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2. Métodos anaiïticos
2.1. Determinacion de intermediarios (glucosa y lactato)
Para el estudio metabôlico, se sembraron las células a una densidad inicial de 1 • 
10  ^ células • m l'\  A los tiempos indicados se tomaron alicuotas de 1 ml. Las muestras 
se acidificaron inmediatamente con 6% de àcido perclôrico frio. El precipitado se 
éliminé por centrifugaciôn, y el sobrenadante se llevô a pH 6-7 con una soluciôn de 3 N 
KOH y 0,5 M trietanolamina. El KCIO4 precipitado se éliminé por centrifugaciôn a 
13.000 g durante 5 min, y el sobrenadante se usé para hacer los ensayos metabôlicos.
Los metabolitos se midieron espectrofotométricamente mediante reacciones que 
producen cambios en el estado de ôxido-reducciôn del sistema de nucleôtidos de 
nicotinamida. Todos los metabolitos se midieron mediante métodos previamente 
descritos (Bergmeyer, 1965).
2.1.1. Determinacion de glucosa
El ensayo para la medida de glucosa se basa en 2 reacciones consecutivas. En la 
primera, la hexoquinasa cataliza la fosforilaciôn de glucosa por ATP, en presencia de 
Mg"+:
D-Glucosa +ATP ------------  D-Glucosa-6-Fosfato + ADP
En la siguiente reacciôn la glucosa-6-P-deshidrogenasa cataliza la oxidaciôn de la 
glucosa-6-fosfato por NADP^:
D-Glucosa-6-Fosfato +NADP"^ ^ ^  6-Fosfoglutonato + NADPH
El equilibrio de esta reacciôn està desplazado completamente hacia la formaciôn 
de NADPH, lo que produce un aumento de absorciôn a 340 nm que permite la 
valoraciôn cuantitativa de la glucosa existente. El tampôn usado en el ensayo contenia 
50 mM trietanolamina pH 7,4, 10 mM MgClz, 5 mM EDTA, 5 mM ATP y 6,5 mM 
NADP.
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2.1.2. Determinacion de lactato
La concentraciôn de lactato se midiô segùn la reacciôn que cataliza la enzima 
lactato deshidrogenasa, la oxidaciôn de lactato, con NAD^ como aceptor de hidrôgeno:
Lactato + NAD^ — Piruvato + NADH +H^
Con exceso de NAD^ o NADH se puede controlar el sentido de la reacciôn. Para 
la mediciôn de lactato, tiene que haber exceso de NAD^, que desplace la reacciôn hacia 
la formaciôn de piruvato. Ademâs, al ser la reacciôn desfavorable en esa direcciôn, se 
utilizô un tampôn alcalino para eliminar protones y desviar el equilibrio hacia la 
direcciôn que interesa. Este tampôn contenia 0,5 M glicina, 0,4 M hidrazina pH 9,5 y 
0,8mMNAD'".
2.2. Anàlisis del ciclo celular
El anàlisis del ciclo celular se realizô mediante citometria de flujo, midiendo la 
incorporaciôn de ioduro de propidio (IP) al ADN celular (Krishan, 1975). Para ello, se 
sembraron células a una concentraciôn inicial de 110^ células • m l '\  y se tomaron 
alicuotas a las 24, 48 y 72 horas después de inducir la proliferaciôn. Las células se 
fijaron en etanol al 75% durante, al menos, Ih, a temperatura ambiente, y se 
almacenaron a 4°C, hasta que estuvieron procesadas todas las muestras. Antes del 
anàlisis, las células se centrifugaron y se incubaron en 0,5 ml de PBS con Ipg/ml de 
ARNasa (Roche Mannheim, Alemania) y 1% de Nonidet P-40 (NP-40) durante 20 
minutos, a temperatura ambiente. Finalmente, se tiheron con 25 pg/ml de IP. La 
proporciôn de IP incorporado se midiô en un citômetro de flujo EPICS-XL (Beckman 
Coulter, Florida, USA), utilizando una longitud de onda de excitaciôn de 488 nm y 
recogiendo la emisiôn del IP a 620 nm. Los datos fueron analizados mediante el 
programa de ordenador Expo32 ADC (Beckman Coulter). Las distribuciones de las 
fases del ciclo celular se estimaron por el anàlisis computarizado de las distribuciones 
del contenido de ADN. La duraciôn de la fase Gi se estimô segùn lo descrito (Merrill, 
1998).
57
Materiales y  métodos
2.3. Determinacion de la proliferaciôn celular.
Para determinar la tasa de proliferaciôn celular se utilizô el kit de CYQUANT 
(Molecular Probes, Eugene, USA). Los linfoblastos inmortalizados de individuos 
contrôles y enfermos se sembraron a una concentraciôn inicial de 1-10^ células • m l'\  
Las células se privaron del suero durante 24 horas. Al dia siguiente se estimularon, 
anadiendo al medio un 10% de FBS. Se tomaron 200 pl de muestra de cada cultivo cada 
24 horas, se centrifugaron, y las células precipitadas se almacenaron a -70°C, hasta que 
estuvieron procesadas todas las muestras. Entonces se lisaron las células en el tampôn 
de lisis del kit y se anadiô otra soluciôn que contenia el fluorôforo. La intensidad de la 
fluorescencia del ADN se midiô en un fluorimetro de Perkin Elmer con un lector del 
microplacas, excitando a 485 nm y midiendo la emisiôn a 530 nm. Para la curva 
estandar, se estableciô la linea base en el rango de 500 a 20000 células por pocillo.
El ensayo de reducciôn de MTT, fue otra técnica utilizada en esta tesis para medir 
la proliferaciôn celular. Este ensayo se basa en la capacidad de las mitocondrias 
funcionalmente activas para convertir el MTT [3 -(4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5 
diphenyltetrazolium bromide) en formazân, cuya cantidad es directamente proporcional 
al nùmero células vivas. La determinaciôn de la proliferaciôn celular en las distintas 
condiciones expérimentales se realizô incubando las células con 1 mg/ml de MTT 
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) en un volumen de reacciôn de 200 pl. Tras 2 horas de 
incubaciôn las células se centrifugaron, se retiré el sobrenadante y se resuspendieron en 
200 pl de DMSO para disolver los cristales de formazân. La absorbancia se midiô a 570 
nm con 630 nm como longitud de onda de referencia, en un espectrofotômetro 
Labsystems iEMS Reader MF.
También se estudiô la proliferaciôn, mediante recuento celular de los cultivos en 
un hemocitômetro de Neubauer diluyendo la muestra segùn la densidad del cultivo, y 
afiadiendo azul de Tripân, un colorante vital que permite distinguir las células vivas de 
las células no viables.
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2.4. Determinacion de apoptosis celular
Para la detecciôn de apoptosis se usaron dos métodos altemativos:
2.4.1. Incorporaciôn de Ioduro de Propidio:
Por citometria de flujo se determinô la cantidad de células que se encontraban en 
la zona sub Gi del ciclo, correspondiente a células apoptôticas.
2.4.2. Inclusiôn/exposiciôn de Ioduro de Propidio y fosfatidilserina:
Se utilizô un kit de Pharmigen (San Diego, USA). Utilizando como marcadores la 
Anexina V y el IP se detectan células apoptôticas y necrôticas (Anthony y cols., 1998). 
La Anexina V se une a la fosfatidilserina que en células viables se encuentra en la cara 
interna de la membrana plasmâtica, y sôlo se expone en células apoptôticas. El IP es un 
colorante vital, sôlo entra en células que presentan la membrana danada. Se analizô la 
exposiciôn de fosfatidilserina al medio extracelular y la exclusiôn de IP tras tenir las 
células con Anexina V-fluoresceina e IP.
2.5. Inmunodetecciôn y EMSA
2.5.1. Preparaciôn de extractos celulares y nucleares
Para la obtenciôn de extractos celulares se lavaron las células recogidas con PBS 
en frIo, y luego se lisaron durante 20 minutos en hielo, en tampôn de lisis (50mM Tris 
pH 7,4, 150 mM NaCl, 50 mM NaF, 1% Nonidet P-40) al cual se le anadiô 
ortovanadato sôdico 1 mM, PMSF 1 mM, pirofosfato sôdico 1 mM y una mezcla de 
inhibidores de proteasas (Complete Mini Mixture, Roche Mannheim, Alemania). Tras 
una centrifugaciôn, para eliminar los restos de membranas (precipitado), se guardaron 
los extractos celulares a -80° C.
Para la obtenciôn de extractos nucleares y citosôlicos, se lavaron las células con 
PBS en frio, y luego se lisaron en un tampôn de lisis A (10 mM Hepes pH 7,9, 10 mM 
KCl, 0,1 mM EDTA, 0,1 mM EGTA, 1 mM DTT, 1 mM ortovanadato sôdico, 0,1 M 
PMSF, y una mezcla de inhibidores de proteasas). Tras la extracciôn en hielo durante 
15 minutos, se afiadiô 0,5 % NP-40 y se centrifugaron las células lisadas a 15.000 rpm
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durante 5 minutos a 4° C. El sobrenadante, con las proteinas citosôlicas, se vol vio a 
centrifugar a 15.000 rpm durante 20 minutos, para extraer restos de membranas y se 
guardô a -80°C. El precipitado, con los nùcleos de las células, se resuspendiô en 50 pl de 
un tampôn de lisis B (20 mM Hepes, pH 7,9, 0,4 M NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 
1 mM DTT, 0,1 M PMSF y mezcla de inhibidores de proteasas). Tras la extracciôn en 
hielo y agitaciôn durante 20 minutos, las muestras se centrifugaron a 15.000 rpm 
durante 15 minutos a 4°C. El sobrenadante, que contenia las proteinas nucleares, se 
almacenô a -80°C.
La concentraciôn de proteinas totales en cada muestra, en todos los casos, se 
determinô con el kit de anàlisis de proteinas Bio-Rad (Hercules, USA).
2.5.2. Western Blotting
Los geles separadores y concentradores utilizados fueron del 7,5% o 12% y 4% 
de poliacrilamida, respectivamente. Se cargaron 20-100 pg de proteina total de cada 
extracto mezclada con tampôn de carga (Tris-HCl 100 mM, pH 7.4, SDS 4%, azul de 
bromofenol 0,2%, P-mercaptoetanol 5% y glicerol 20%), la mezcla se calentô a 90°C 
durante 10 minutos. En uno de los carriles se cargô un estàndar de peso molecular. La 
electroforesis se realizô a voltaje constante de 100 voltios y el tiempo variô en funciôn 
de la proteina a determinar. Una vez separadas las proteinas se transfirieron a una 
membrana de Poly vinylidene fluoride (PVDF) (Immobilon-P) de Biorad. La cantidad 
de proteina y la calidad de la transferencia se verificaron tihendo la membrana con una 
soluciôn de Ponceau (Ponceau 0,1%, Sigma, acético glacial 5%, Merck) durante unos 
segundos y después se lavô con TBST (Tween 20 0,05% en TBS). La membrana se 
bloqueô en una soluciôn de TBST/BSA (BSA al 1% en TBST) durante una hora a 
temperatura ambiente y luego se incubô con el anticuerpo primario correspondiente, a 
la concentaciôn indicada en la tabla III, diluido en la misma soluciôn de bloqueo, 
durante la noche a 4°C en agitaciôn. Después, la membrana se lavô 3 veces con TBST 
durante 10 minutos, y para amplificar la serial del anticuerpo primario se incubô con un 
anticuerpo secundario especifico para cada especie conjugado con peroxidasa, a la 
concentraciôn indicada en la tabla IV, disuelto en una soluciôn TBST / leche (leche 
desnatada al 5% en TBST) durante una hora. Tras lavar 3 veces con TBST durante 10
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minutos, se revelô con el sistema detecciôn de sustrato quimioluminiscente, ECL, 
(Amersham Biosciences, Buckinghamshire, Inglaterra). Posteriormente la membrana se 
lavô con TBST y se tratô con un tampôn de “stripping” (Pierce, Rockford, USA) 
durante 20 minutos a 60°C para eliminar el anticuerpo primario y secundario, y a 
continuaciôn se expuso a un nuevo anticuerpo primario. La cuantificaciôn de las bandas 
se realizô mediante el estudio densitométrico de los autorradiogramas con un 
densitômetro GS-800 y el programa Quantity One 4.3.1 de BioRad.
Tabla III.-Anticuerpos primarios utilizados.
A n t ic u e r p o D ilu c iô n E s p e c ie  d e  o r ig e n C a s a  c o m e r c ia l
anti-pRb
(sc-500) 1:500 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, Espafta)
anti-p130
(sc-317) 1:500 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, Espafta)
anti-ciclina E 
(sc-198) 1:500 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, EspaOa)
anti-CDK2
(sc-748) 1:500 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, Espafta)
anti-p27
(sc-528) 1:500 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, EspaMa)
anti-fosfo-p27
(Thr187)(sc-
16324)
anti-p27
1:250
1:1000
policlonal de conejo 
monoclonal de ratôn
Santa Cruz 
(Madrid, EspaMa)
BD Transduction 
Laboratories 
(Erembodegem, 
Belgica)
anti-ubiquitin
(sc-913) 1:1000 policlonal de conejo
Santa Cruz 
(Madrid, Espafta)
anti-fosfo-Akt
(serina473) 1:2000 policlonal de conejo
Cell Signaling 
(Beberly, 
Massachussets)
anti-Akt
(c-20) 1:2000 policlonal de cabra
Santa Cruz 
(Madrid, Espafia)
anti-p44/p42
MARK
anti-fosfo-p44/p42
MARK
1:2000
1:500
policlonal de conejo 
policlonal de conejo
Cell Signaling 
(Beberly, 
Massachussets) 
Cell Signaling 
(Beberly, 
Massachussets)
anti-p- actina 
(A 2066) 1:2000 policlonal de conejo
Sigma Aldrich 
(Alcobendas, Espafia)
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Tabla IV.- Anticuerpos secundarios utilizados.
Anticuerpo Diluciôn Casa comercial
Anti-lgG de cabra 
(IgG-HRP) 1:5000
Santa Cruz 
(Madrid, Espafia))
Anti-lgG de ratôn 
(IgG-HRP) 1:5000
Biorad 
(Hercules, USA)
Anti-lgG de conejo 
(IgG-HRP) 1:5000
Biorad 
(Hercules, USA)
2.5.3. Inmunoprecipitaciôn y ensayo de la actividad quinasa del 
complejo ciclina E/CDK2.
Para determinar la actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2, los 
linfoblastos inmortalizados de individuos contrôles y de enfermos se sembraron a una 
concentraciôn inicial de I TO  ^células-mf^ Las células se privaron de suero durante 24 
horas. Al dia siguiente, se estimularon, anadiendo al medio, FBS, al 10% y se incubaron 
durante 24 horas. Transcurrido este tiempo, se realizaron extractos celulares (500pg) 
que fueron incubados con un anticuerpo contra ciclina E durante 2 horas a 4 °C en noria, 
seguido de la incubaciôn con 20 pl de proteina G sefarosa durante 2 horas. Las 
muestras fueron lavadas posteriormente en tampôn quinasa (50mM KCl, 8 mM MgCb, 
ImM DTT, 3mM ATP, 50 mM Hepes, pH 7.4). Los inmunocomplejos fueron 
resuspendidos in 40 pl de tampôn quinasa al cual se le anadiô previamente histona H1 
(0.2 pg/pl), que fue utilizada como sustrato y [y^^P] ATP (lOpCi). Después de una hora 
en agitaciôn a 37°C, la reacciôn se parô mediante la adicciôn de lOpl de tampôn 6X 
SDS. Después de hervir las muestras, se resolvieron en un gel de electroforesis al 12% 
SDS-poliacrilamida y la histona H1 fosforilada fue visualizada por autoradiografia. Las 
cantidades de histona H1 se detectaron mediante tinciôn del gel con Comassie.
2.5.4. Inmunolocalizaciôn de p27
Las células cultivadas a una densidad de ITO^células ml'^ procedentes de 
individuos contrôles y enfermos de EA se recogieron y se lavaron dos veces con PBS 
(Roche) y se fijaron con una soluciôn de paraformaldehido (PFA) al 4% en tampôn 
fosfato (PB) sôdico 0,1 M, pH 7,4, durante 1 hora, a 4°C.
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Una vez fîjadas, las células se centrifugaron a 4°C durante 10 min a 1000 rpm y 
se lavaron dos veces en una soluciôn PBS/BSA (3mg/ml de BSA en PBS).Las células 
(aproximadamente 10.000 células en lOOpl de soluciôn PBS/BSA) se dispusieron en 
portas tratados con polilisina (Fisher Biotech) utilizando una citocentrifuga (Shandon 
Cytospin®). Las células se incubaron con una soluciôn de permeabilizaciôn y bloqueo 
durante 1 hora a temperatura ambiente. Esta soluciôn contenia 0,1% Tritôn X-100 
(Fluka), 10% suero, 1% PBS. El suero bloqueante utilizado fue, generalmente, 
homoespecie del anticuerpo secundario. Posteriormente, se anadiô el anticuerpo 
primario en una soluciôn de la misma composiciôn que la anterior y se dejô incubando a 
4 °C durante 18-20 horas. El anticuerpo primario utilizado fue el siguiente: anti-p27 
(policlonal de conejo, 1:50).
Transcurrida la incubaciôn, se retirô la soluciôn con el anticuerpo primario y las 
células fueron lavadas très veces con PBS. Después, se incubaron con el anticuerpo 
secundario diluido en la misma soluciôn que el primario, durante una hora a temperatura 
ambiente. El anticuerpo utilizado esta conjugado con una molécula fluorescente, la 
fluoresceina, Alexa 488 (1:200 Jackson ImmunoReserch, West Grove, PA; Cappel, 
Durham, NC; Molecular Probes). Finalmente, los cubres y portas se montaron con una 
soluciôn de 4 diazabiciclo (2,2,2) octano (DABCO) al 2% en glicerol al 70% con 4,6- 
diamino-2-fenilindol (DAPI) a 2 pg/ml (Vector Labs), con el fin de tenir los nùcleos y 
mejorar asi los recuentos celulares. Las muestras se analizaron en un microscopic de 
fluorescencia (Zeiss Axioskop).
2.5.5. Ensayos de movilidad electroforética (EMSA)
Los ensayos de retarde en gel de PPARy, se realizaron con extractos celulares, 
esencialmente como se ha descrito previamente (Lam y Watson, 1993), usando un 
oligonucleôtido de doble hebra (5’-CAAAACTAGGTCAAAGGTCA-3’), obtenido de 
Santa Cruz. Los oligos se marcaron con [y^^P] ATP y la enzima Polinucleôtido quinasa 
T4. Los extractos celulares (-50 pg de proteina total), se incubaron con 0,5 ng del 
oligonucleôtido marcado (50000 cpm) en un tampôn de uniôn (10 mM Tris (pH 7,5), 50 
mM NaCl, ImM Ditiotreitol, ImM EDTA, 5% glicerol) y Ipg de poli dl-dC. Para los 
ensayos de competiciôn se afiadiô un exceso de 100 veces de sonda sin marcar.
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Las muestras incubadas se comeron en un gel no desnaturalizante del 5% de 
poliacrilamida en una electroforesis a 150 voltios durante 90 minutes. El gel se secô en 
vacio y se analizô la cantidad de complejos ADN-proteina por densitometria, con un 
Phosphor Imager FLA-3000, y los programas Image Reader FLA-3000 1.11 e Image 
Gauge 3.46 de Fujifilm.
Los compuestos radiactivos fueron suministrados por Amersham Biosciences, 
(Buckinghamshire, Inglaterra). La mayoria de los réactivés fueron de la mayor pureza 
disponible, obtenidos de Sigma-Aldrich.
2.6. Determinacion de la actividad del proteasoma.
La actividad del proteasoma 26S, se puede determinar evaluando la capacidad de 
los extractos celulares de degradar un compuesto fluorogénico llamado sucinil-Leu-Leu- 
Val-Tyr7-amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997). La actividad quimiotripsina 
peptidasa del proteasoma se determine en extractos celulares obtenidos de individuios 
contrôles y pacientes con EA. Para elle, se mezclô lOpg de proteina con 300pl de 
tampon recomendado para la reacciôn (20mM Hepes, 0,5 mM EDTA pH 8,0, 0,035% 
SDS), y 20 pM succinyl-Leu-Leu-Val-Try-7-amido-4-methylcoumarin (Calbiochem, 
Canada) la mezcla se incubé a 37°C durante 90 min. La hidrolisis del sustrato se midio 
midiendo la liberacion de Try-7-amido-4-methylcoumarin usando fluorimetro de Perkin 
Elmer con un lector del microplacas, excitado a 370 nm y midiendo la emision a 460 
nm.
3. Analisis estadistico.
A menos que se especifique otra cosa, todos los dates representan la media ± error 
estandar. El analisis estadistico fue realizado con el programa Data Desk® 4.0 para 
Macintosh. La significacion estadistica se estimé, cuando fue necesario, con el analisis 
de variacién (ANOVA) para medidas repetidas y analisis “post hoc”, o por prueba t de 
Student. Las diferencias se consideraron significativas en un nivel de p< 0,05.
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Resultados
1. Establecimiento de Imeas linfoblâsticas
1.1. Descripciôn de los individuos douantes de sangre
Para este estudio se utilizaron 20 pacientes (15 mujeres y 5 varones), 
diagnosticados de probable Alzheimer de apariciôn tardia, segùn los criterios de 
NINCDS-ADRDA, que se describen en la tabla V, y 4 pacientes (1 mujer y 3 varones) 
diagnosticados de demencia con cuerpos de Lewy (DCLw), segùn los criterios de 
diagnôstico de consenso que se describen en la tabla VI. Como control, se utilizô un 
grupo de 23 individuos sanos de edad comparable (13 mujeres y 10 varones) tanto en el 
caso de los EA como en el de los de DCLw, sin ningùn sfntoma clfnico de demencia. 
Las edades, sexo y otras caracteristicas de los individuos contrôles y pacientes de EA y 
de DCLw se muestran en las tablas VII, VIII y IX respectivamente.
El diagnôstico, selecciôn y extracciôn de la sangre de los individuos contrôles no 
dementes y de los EA y de DCLw se llevô a cabo en el departamento de Neurologia del 
Hospital Doce de Octubre de Madrid. En todos los casos, las muestras de sangre fueron 
obtenidas tras el consentimiento informado por escrito de los pacientes o de sus 
familiares (se adjunta modelo).
Consentimiento informado de cesiôn de muestra de sangre
Con la firma del présente documente, acepto que una muestra de mi sangre sea guardada en el banco de muestras de 
sangre y tejidos neurolôgicos del Hospital “12 de Octubre” de Madrid. Esta donaciôn de mi sangre podrâ ser utilizada ahora o en el 
future para la investigaciôn médica (bàsica, clfnica o epidemiolôgica) siguiendo la normativa del comité ético de dicho Hospital 
(acorde con la legislaciôn espaüola e intemacional al respecte). Esta incluye la confidencialidad (anonimato) de los dates sobre mi 
muestra de sangre o tejido.
En el memento que desee puedo retirar tanto este consentimiento como mi muestra de sangre e, incluse, por ml mismo o 
por un représentante designado por ml puedo conocer la situaciôn de los estudios que se realicen con la muestra de mi sangre.
Si no manifestara mi deseo de conocer la investigaciôn no seré informado de la misma a no ser que de ella se derive una 
utilidad clara para las enfermedades que yo padezca o mis familiares.
En Madrid, a ......................  de   de 20.....
Nombre del donante: ......................................................................................................................
Firma del donante Firma de familiar o testigo
(Exigible en caso de deterioro cognitivo del donante)
Firma del médico o personal entrenado que realiza la extracciôn y que garantiza haber explicado los fines y riesgos de la extracciôn 
de sangre.________________________________________________________________________________________________
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Tabla V - Criterios de diagnôstico NiNCDS-ADRDA para ei diagnôstico de ia EA.
CRITERIOS PARA DIAGNÔSTICO DE EA
A.- CRITERIOS PARA EL DIAGNÔSTICO CLINICO DE POSIBLE EA:
1. Demencia con variaciones en su inicio, en la presentaciôn o en el curso 
clinico inusuales en la EA, pero para la que no hay explicaciôn altemativa.
2. En presencia de un trastomo secundario sistémico o cerebral capaz de 
producir demencia del enfermo.
3. Cuando existe un déficit graduai progresivo de las fimciones cognoscitivas.
B.-CRITERIOS PARA EL DIAGNÔSTICO CLINICO DE PROBABLE EA:
1. Déficit cognoscitivo demostrado mediante examen clinico y documentado 
con tests y escalas validados.
2. Déficit en dos o mas areas cognoscitivas (memoria, juicio, câlculo, etc.).
3. Empeoramiento PROGRESIVO de la memoria y de otras funciones 
cognoscitivas.
4. Ausencia de trastomos de la conciencia (delirium).
5 Inicio entre los 40 y 90 anos.
6. Sin evidencia de otras enfermedades cerebrales o sistémicas que pudiesen 
justificar el cuadro.
Apoyan el diagnôstico de EA probable:
7. Presencia de afasia, apraxia, agnosia.
8. Alteraciôn de patrones de conducta e incapacidad para realizar tareas 
cotidianas
9. Historia familiar.
10. Exâmenes complementarios: examen de LCR normal, enlentecimiento 
inespecifico o anormalidad en el EEG, y signos de atrofia cerebral progresiva en 
estudios seriados de TAC cerebral.
C.- CRITERIOS PARA EL DIAGNÔSTICO CLINICO DEFINITIVO EA:
1. Cumplir los criterios clinicos de EA probable.
2. Evidencias histopatolôgicas obtenidas por biopsia o necropsia.
MacKahnn y col, 1984
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Tabla VI.- Criterios de diagnôsticos de consenso para el diagnôstico de DCLw.
CRITERIOS PARA DIAGNOSTICO DE DCLw:
I.- CARACTERISTICAS DIAGNÔSTICAS CENTRALES (Esencial para un 
diagnôstico posible o probable de DCLw):
Demencia progresiva.
1. La alteraciôn de la memoria puede no ser évidente en las fases iniciales.
2. En general destacan las alteraciones de la atenciôn y de las funciones 
frontosubcorticales y visuospaciales.
IL- CARACTERISTICAS ESENCIALES (Dos o très de los siguientes aspectos 
sirven para diagnosticar demencia con cuerpos de Lewy probable. Un aspecto 
permite diagnosticar demencia con cuerpos de Lewy posible):
1. Fluctuaciones de las funciones cognitivas, con variaciones notables en el 
nivel de conciencia y grado de atenciôn.
2. Alucinaciones visuales récurrentes, bien estructuradas, que perciben con 
gran detalle.
3. Signos motores espontâneos de parkinsonismo.
4. Trastomo conductual del suefto REM.
5. Disminuciôn de transportadores de dopamina se estima una disminuciôn 
cercana al 60% del contenido de dopamina en el estriado, demostrado por 
técnicas de neuroimagen con PET o SPECT.
III.- CARACTERISTICAS QUE APOYAN EL DIAGNÔSTICO:
1. Caidas repetidas
2. Sincopes
3. Pérdida de conciencia transitoria
4. Hipersensibilidad a los neurolépticos.
5. Alucinaciones no visuales.
IV -CARACTERISTICAS DIAGNOSTICAS DE EXCLUSION:
1. Enfermedad vascular cerebral, évidente a través de signos neurolôgicos 
focales o lesiones vasculares en pruebas de neuroimagen cerebral.
2. Evidencia en la exploraciôn fïsica o en las pmebas complementarias de otra 
enfermedad neurolôgica o sistémica que pueda ser causa del cuadro clinico.
MacKeith y col, 1984
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Tabla VII.- LIneas celulares de contrôles sanos selecclonados para los experimentos.
Lineas Edad Sexo Diagnôstico Historial clinico
C-10 78 Y sano
C-11 77 V sano
C-12 73 V sano
C-14 58 M sano
C-18 67 M sano
C-33 82 Y sano enf. pulmonar
C-34 88 M sano anemia
C-36 79 M sano angor
C-37 57 M sano broncoespasmos
C-38 69 Y sano enf. pulmonar
C-40 89 Y sano
C-41 79 M sano fîbrilaciôn auricular
C-42 82 M sano infarto
C-43 46 M sano
C-46 68 Y sano
C-47 80 Y sano
C-48 42 M sano
C-49 81 M sano
C-50 77 M sano
C-51 86 Y sano
C-105 54 M sano
C-107 58 Y sano
C-111 43 M sano
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Tabla Vlll.-Lmeas celulares linfoblâsticas de enfermes de EA seleccionadas para los expérimentes.
Lineas Edad Sexo Anos de 
evoluciôn
Diagnôstico
probable
Historia clinica 
adiccional
AZ 10 81 M 1 TARDIA
AZ 12 78 M 1 TARDIA
AZ 13 86 M 2 TARDIA
AZ 23 82 V 3 TARDIA
AZ 24 74 V 2 TARDIA
AZ 25 79 M 5 TARDIA
AZ 27 91 V 1 TARDIA
AZ 32 79 M 1 TARDIA
AZ33 72 V 3 TARDIA
AZ 34 82 M 3 TARDIA
AZ36 74 M 6 TARDIA
AZ 40 74 M 2 TARDIA
AZ 42 69 V 0 TARDIA
AZ 43 69 M 3 TARDIA
AZ 46 74 M 4 TARDIA
AZ 54 79 M 2 TARDIA Hipertensiôn
AZ 66 83 M 4 TARDIA
AZ 67 80 M 5 TARDIA Hipertensiôn
AZ71 74 M 6 TARDIA
AZ 73 84 M 4 TARDIA
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Tabla IX.-Lmeas celulares linfoblâsticas de enfermes de DCLw seleccionadas para los expérimentes
Lineas Edad Sexo Diagnôstico Historial clinico adicional
DCLw 100 79 V DCLw
DCLwlOl 62 Y DCLw
DCLw 102 58 Y DCLw
DCLw 103 91 M DCLw
2. Actividad proliferativa de linfoblastos de donantes contrôles y 
pacientes con EA.
2.1. Efecto del suero sobre proliferaciôn celular.
Estas lineas celulares han sido utilizadas previamente en nuestro laboratorio y 
caracterizadas funcionalmente. Los linfoblastos de EA presentan alteraciones en la 
homeostasis de Ca^ "^  y de (Ibarreta y cols., 1997, 1998), que se acompanan de una 
respuesta anômala a la presencia o ausencia de suero, observândose un aumento en la 
velocidad de proliferaciôn celular (Cuevas y cols., 2003) tras la estimulaciôn con suero, 
o una mayor resistencia a la muerte celular inducida por la ausencia de factores trôficos 
(Cuevas y cols., 2005).
El principal objetivo de esta tesis, ha sido estudiar los mecanismos moleculares 
implicados en el control de la proliferaciôn celular en respuesta al suero. Por esta razôn, 
se considerô importante determinar la dependencia de la respuesta celular a la 
concentraciôn de suero utilizado en este estudio (lote # 1094941 de Gibco SL). Los 
resultados se muestran en la figura 11.
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Figura 11- Efecto de! suero en la proliferaciôn de individuos contrôles y de pacientes de EA. Dosis 
respuesta. Las células se  sembraron en medio RPMI a una densidad inicial de 1 10^ mM en presencia de 
concentraciones crecientes de suero (FBS lote #  1094941 de Gibco). A las 72 h, se  realizô un recuento de 
las células que excluyen azul de tripan en una càm ara Neubauer. La gràfica muestra la proliferaciôn de 
las células contrôles (simbolos huecos) y de enfermes de  EA (simbolos sôlidos). Los valores son la media 
± error estàndar de 5 expérimentes.
A partir de concentraciones de suero mayores del 1 %, se observa una mayor 
respuesta proliferativa en las lineas celulares procedentes de pacientes con EA.
2.2. Estudios de las vias de sefializaciôn celular implicadas en la repuesta 
proliferativa al suero.
La mayor respuesta proliferativa de las células derivadas de pacientes con EA 
podria ser causada por uno o mas componentes del suero. Por ello, se intenté, en primer 
lugar, comparar la respuesta celular de las lineas linfoblâsticas contrôles y de EA, a una 
serie de potenciales candidates, factores de crecimiento, interleuquinas, o el péptido P- 
amiloide. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla X.
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Tabla X - Respuesta mitogénica de linfoblastos de individuos contrôles y de enfermes de 
Alzheimer.
Control EA
Tratamiento N° de células. 10 .^ ml’*
Ninguno 1,46±0,08 (13) 1,47±0,1 (13)
IL-4 (50 ng/ml) 1,56±0,07 (6) 1,75±0,07 (6)
IL -ip(10ng/m l) 1,70±0,12 (6) 1,79±0,08 (6)
Anti algM (2 pg/ml) 1,57±0,17(4) 1,50±0,03 (4)
EGF (20 ng/ml) 1,53±0,16(6) 1,62±0,13 (6)
aFGF (20 ng/ml) 1,51±0,02 (5) 1,46±0,06 (5)
bFGF (10 ng/ml) 1,61±0,20 (5) 1,72±0,11 (5)
PAF (0,1 pM) 1,39±0,09 (4) 1,41±0,26 (4)
P-amiloide (1 pM) 1,51±0,13(4) 1,65±0,03 (4)
10% FBS 1,97±0,18(10) 2,87±0,17(10)*
Los linfoblastos procedentes de individuos contrôles y de  pacientes con EA s e  incubaron en  medio RPMI 
conteniendo 1% de suero  a  una densidad inicial de 1 1 0  mM y s e  mantuvieron en  cultive durante très 
dias en  presencia de las concentraciones indicadas de interleuquinas, factores de  crecimiento, o el 
péptido p-amiloide (fragm ente 25-35). La actividad proliferativa se  déterm iné por recuento directo en 
càm ara de N eubauer. Los resultados son  la media ± errer es tàndar del num éro de  observaciones 
indicadas en  paréntesis. *p<0,05.
Como puede observarse, solamente se encontrô una respuesta exacerbada, de las 
células de EA, a la presencia de 10% suero. En segundo lugar, se estudio la influencia 
de la perturbaciôn de las principales vias de sefializaciôn celular en la respuesta 
proliferativa de linfoblastos contrôles y de EA. Para este fin, se utilizaron los siguientes 
inhibidores especificos: H-7, inhibidor de proteina quinasa C (PKC) (Kumahara y cols., 
1999); genisteina para inhibir tirosina quinasas (Um y cols., 2002); antagonistas de 
calmodulina como calmidazolium (CMZ) y W7 (Zeng y Tulsiani, 2003); PD98059, 
inhibidor de ERKl/2 (Dudley y cols., 1995); Ly 294002, inhibidor de PI3-K/Akt (Yano
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y cols., 1995), as! como toxina pertussis (PTX), para inhibir la sefializaciôn a través de 
proteinas Gi/o (Gunter y cols., 2000) y el ligando de PPARy, 15d-PGJz (Forman y cols., 
1995). Los resultados aparecen recogidos en la Tabla XI.
Figura Xi.- influencia de la perturbaciôn de distintas vias de sefializaciôn en la respuesta 
proliferativa de ios linfobiastos de individuos contrôles y de enfermes de Alzheimer.
Control EA
Tratamiento % de Inhibiciôn
PTX (0,2ng/ml) 31 ± 2 29 ± 3
H-7 (25 pM ) 1 5 ± 5 1 9 ± 5
Genisteina (IpM) 26 ± 2 26 ± 2
CM Z(lpM ) 4 ± 2 26 ±2*
W -7(lpM ) 5 ± 3 29 ±3*
15d-PGJ2 (2,5 pM) 4 ± 3 26 ±2*
PD 98059 (20 pM) 2 ± 4 8 ± 5
Ly 294002 (20 pM) 35 ±2 ,5 41 ± 5
Los linfoblastos procedentes de individuos contrôles y de pacientes con EA s e  incubaron en  medio RPMI 
conteniendo 10% de suero  a una densidad inicial de T10® mM al dia cero, y se  mantuvieron en cultive 
durante très d ias en presencia de ias concentraciones indicadas de de  los distintos inhibidores de 
proteinas qu inasas o del ligando del receptor de PPARy. La actividad proliferativa se  determ ine por 
recuento directo en una càm ara N eubauer. Los resultados son la m edia ± error es tàn d a r de, al m enos 5 
experim entos diferentes.*p<0, 05.
La inhibiciôn de proliferaciôn celular a los 3 dias del tratamiento con H-7 o 
genisteina fue similar en células contrôles y de pacientes de EA. Asimismo, la toxina 
pertussis produce aproximadamente, un 30% de inhibiciôn del crecimiento celular en 
ambos casos. Por tanto, y aunque parte de la estimulaciôn inducida por el suero se deba 
a la activaciôn de proteinas quinasas y a la estimulaciôn de receptores acoplados a 
proteinas G, estos resultados no dan cuenta de la mayor respuesta proliferativa de los
74
Resultados
linfoblastos de pacientes de EA. Por el contrario, la perturbaciôn de la via de 
sefializaciôn dependiente de Ca^VCaM mediante dos compuestos no relacionados 
estructuralmente, como son el CMZ y el W-7, produce ùnicamente la inhibiciôn de la 
proliferaciôn en linfoblastos de enfermos de EA, sin afectar a las células contrôles. 
Asimismo, la activaciôn de PPARy inhibe selectivamente el incremento de 
proliferaciôn, de las células de EA en relaciôn a las células control. Estos resultados 
sugieren la implicaciôn de estas rutas en la mayor activaciôn de proliferaciôn, inducida 
por el suero, en linfoblastos de pacientes de EA.
2.3. Actividad proliferativa y metabôlica de linfobastos de individuos 
control y pacientes con £  A.
La figura 12, muestra la cinética de crecimiento celular, en presencia de 10% de 
FBS, de cada una de las lineas celulares utilizadas. En la mayoria de los casos de 
pacientes con EA, se observa un aumento significativo desde las 24 horas, en la tasa de 
proliferaciôn respecto a la de células de donantes contrôles. En la figura 13, se recogen 
los datos promedio de estos experimentos.
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Figura 12.- Anàlisis pormenorizado de la velocidad de proliferaciôn de cada una de las lineas 
linfoblâsticas. Las células se  sembraron en medio RPMI con 10% de suero a  una densidad inicial de 
1-10® m r \  A las 24, 48 y 72 h de la siembra se  tomaron alîcuotas y se  hizo un recuento en càm ara 
N eubauer de las células que exclulan azul trypan. Cada punto en la figura représenta un individuo. La 
linea continua représenta el valor promedio de la tasa de proliferaciôn de las células contrôles.
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Figura 13.- Actividad proliferativa de linfoblastos derivados de donantes contrôles y pacientes con
EA. Las condiciones expérimentales son las mismas que en la figura 12.
La figura 14, muestra la tasa de utilizaciôn de glucosa y la de producciôn de 
lactato a medida que las células progresan a través del ciclo celular. No se observaron 
diferencias significativas en la tasa de utilizaciôn de glucosa o en la de producciôn de 
lactato. Ahora bien, teniendo en cuenta el aumento de proliferaciôn celular en los 
cultivos de pacientes de EA, estos resultados sugieren una disminuciôn en el 
metabolismo de glucosa en las células de pacientes de EA.
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Figura 14.- Metabolismo celular en respuesta al suero en linfoblastos procedentes de Individuos 
contrôles y EA. Los linfocitos procedentes de individuos contrôles y de EA se  sembraron a una densidad 
inicial de TlO^ml'^ y se  incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero. La concentraciôn de  glucosa y de 
lactato en el medio extracelular se  determinô espectrofotométricamente segün se  describe en métodos. 
Los resultados representan la media ± error estàndar de 6 experimentos.
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2.4. Actividad proliferativa de linfoblastos de individuos control y 
pacientes con DCLw.
Con objeto de ver si el aumento de proliferaciôn en respuesta al suero de 
linfoblastos con EA es privativo de la EA o comùn con otras enfermedades 
neurodegenerativas se determinô la cinética de crecimiento celular, en presencia de 10% 
de FBS, de linfoblastos de individuos con DCLw con respecto a individuos contrôles de 
la misma edad, no observando cambios entre ambas lineas celulares como se muestra en 
la figura 15.
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Figura 15 - Actividad proliferativa de linfoblastos derivados de donantes contrôles y pacientes con 
DCLw. Las células se  sembraron en medio RPMI con 10% de suero a  una densidad inicial de T10®-mr\ 
A las 24, 48 y 72 h de la siembra se  tomaron alîcuotas y se  hizo un recuento en càm ara Neubauer de las 
células que exclulan azul de trypan. Los resultados representan la media ± error estàndar de 4 
experimentos independientes.
2.5. Expresiôn de proteinas reguladoras del ciclo celular.
Trabajos previos de muestro laboratorio, pusieron de manifiesto una perturbaciôn 
en el transite entre las fases Gi y S del ciclo celular (Cuevas y cols, 2003; Munoz y cols. 
2005) en linfoblastos de EA. En consonancia con estos trabajos, la figura 16 muestra 
cambios importantes en la expresiôn y fosforilaciôn de la proteina de retinoblastoma 
(pRb) y de p 130 en linfoblastos de pacientes de EA, en respuesta al suero. La funciôn 
de estas proteinas es reprimir la activaciôn de la familia de factores de transcripciôn 
E2F, cuyo papel es regular la expresiôn de genes clave para la progresiôn de las células
77
Resultados
a través del ciclo celular. Las formas hipo e hiperfosforilada de estas proteinas se 
distinguen por su movilidad electroforética y técnicas de inmunoblotting, utilizando 
anticuerpos especificos. Ambas proteinas son fosforiladas en repuesta al suero, si bien 
con una temporalidad diferente. La fosforilaciôn de la pRb es transitoria, alcanzando el 
mâximo a las 24 h de la administraciôn del suero (figura 16). Por el contrario, la 
fosforilaciôn de pl30 aumenta de forma progresiva a lo largo del tiempo. La 
comparaciôn entre el grupo control y de pacientes con EA révéla una mayor respuesta al 
suero en las lineas linfoblâsticas derivadas de EA, aumentando tanto los niveles de 
expresiôn como la fosforilaciôn de estas proteinas (figura 16).
Tiempo después de la 
estimulaciôn por suero 
(horas)
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Figura 16 - Determinaciôn de ios niveles de expresiôn y estado de fosforilaciôn de ias proteinas de 
la familia de Rb y del CDKI, p27, en linfoblastos contrôles y con EA, activados por suero Las
células s e  sembraron a una densidad inicial de TIO^- ml'  ^ en medio RPMI, y se  privaron de suero durante 
24 h. Tras la estimulaciôn con el 10% de suero, cada dia se  tomaron muestras del cultive, las proteinas 
fueron separadas en geles desnaturalizantes, transferidas a una membrana e  incubadas con un 
anticuerpo primario especifico para cada proteina. Las proteinas inmunoreactivas fueron reveladas 
mediante una reacciôn de  quimioluminiscencia. pp= forma fosforilada de la proteina correspondiente.
La fosforilaciôn de las proteinas de la familia de retinoblastoma es mediada por la 
actividad de los complejos ciclinas y quinasas dependientes de ciclinas (CDKs), 
fundamentalmente ciclina D1/CDK4,6 y ciclina E/CDK2 (Chen y cols. 1999). La 
actividad de estos complejos es regulada negativamente por la presencia de proteinas 
inhibidoras (CDKIs). Resultados previos de nuestro laboratorio, indicaron ima 
disminuciôn importante en el contenido celular de una de estas proteinas, la p27*“^'
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(p27) (Cuevas y cols., 2003, Munoz y cols., 2005). En nuestras condiciones 
expérimentales, también se observa una disminuciôn en los niveles de esta proteina en 
las células de pacientes de EA (figura 16).
Uno de los principales objetivos de esta tesis, ha sido el estudio de los 
mecanismos moleculares implicados en la regulaciôn anômala de p27 en linfoblastos de 
pacientes de EA.
En primer lugar, se determinaron los niveles de p27 en cada una de las lineas 
celulares. Los resultados aparecen recogidos en la figura 17 donde puede observarse 
cômo en la mayoria de los casos, las células de pacientes muestran un menor contenido 
de p27 que las células de donantes contrôles, a las 24 h de la estimulaciôn con suero.
I B-actina
p<0,05
control EA
Figura 17.- Anàlisis pormenorizado de los niveles de expresiôn de p27'^ '’^ en linfoblastos contrôles
y d e  EA. Las células se  sembraron como se  indica en la figura 2. A las 24 h de la siembra se  tomaron 
alîcuotas para la preparaciôn de extractos celulares. Los niveles de  p27 se  determinaron mediante 
western blot. Se m uestra un experimento representative en el interior de la figura, y ésta, représenta la 
cuantificaciôn densitométrica de los niveles de p27 en cada lînea celular. A la derecha de los puntos 
correspond lentes se  muestra el valor promedio y el error estàndar de ia media (* p<0,05).
2.6. Estado del ciclo celular y niveles de p27 en CMSP y linfocitos B de 
individuos contrôles y pacientes con EA.
Para comprobar que las diferencias observadas entre linfoblastos procedentes de 
EA e individuos contrôles no estan relacionadas con el proceso de inmortalizaciôn de 
estas lineas celulares, se estimularon CMSP con un mitôgeno especifico de linfocitos B, 
PWM, durante très dias y realizamos anàlisis del ciclo celular y medimos los niveles de 
p27. La figura 18 A, muestra que los linfocitos de pacientes con EA presentan una
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mayor proporciôn de células en las fases S y G2/M del ciclo celular que la observada en 
individuos contrôles, sugiriendo un incremento en la tasa de proliferaciôn de estas 
células. Este efecto se asociô con una disminuciôn en los niveles de p27, coincidiendo 
con lo observado en linfoblastos de EA. También observamos una disminuciôn de los 
niveles de p27 en linfocitos B, aislados magnéticamente, de pacientes de EA tras la 
estimulaciôn con PWM, como se muestra en la figura 18 B. Estos resultados justifican 
el uso de linfocitos inmortalizados para el estudio de aspectos moleculares y celulares 
de la patologia de la EA.
A
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control
1 S: 16±1
s 1 GJM-. 7±1
-  1
G2/M
l — --- M.
control EA
p27kipi
p-actina
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S: 22±1
GJM: 10±1
B
Linfocitos B
C-1 A-1 C-2 A-2
p2?kip1
P-actina
Figura 18 - Estado de! ciclo ceiuiar y niveles de p27 en CMSP y linfocitos B de individuos contrôles 
y pacientes con EA. Panel A: Las CMSP de individuos contrôles y pacientes con EA se  sembraron a  una 
densidad inicial de 1-10® ml'  ^ en medio RPMI con 10% suero y 5 pg/ml de PWM. A las 72 h, se  tomaron 
alîcuotas para determinar la distribuciôn de células en fases S y G2/M del ciclo celular. Para ello, se  midiô 
por citometria de flujo la incorporaciôn de IP por los nùcleos como se  describe en los Métodos. Se 
muestran los porcentajes de células en las fases S y G2/M del ciclo celular, obtenidos mediante anàlisis 
informàtico. Los resultados son la media ± error estàndar de 3 experimentos. A la derecha del panel A se  
m uestra un inmunoblot de  p27 de extractos obtenidos a  las 72 h de la estimulaciôn con 5 pg/ml de PWM. 
Panel B: Los linfocitos B aislados como se  describe en los Métodos, procedentes de 2 individuos 
contrôles y 2 pacientes de EA, se  sembraron a una densidad inicial de 1 10® ml'  ^ en medio RPMI con 10% 
suero y se  incubaron durante 24h con 5 pg/ml de PWM. A las 24h se  realizaron extractos totales para la 
detecciôn de p27 por western blot.
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3. Regulaciôn del contenido celular de
3.1. Determinaciôn de la vida media de p27 en linfoblastos contrôles y de EA.
Para la determinaciôn de la vida media de p27, se incubaron las células en 
presencia de cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de novo de proteinas y se 
determinô por western blotting la desapariciôn de la proteina pre-existente, a lo largo 
del tiempo. Cômo puede observarse en la figura 19, los niveles de p27 descienden 
mucho mas râpidamente que en las células contrôles. La vida media de p27 se estimô en 
22±1,3 h y 12±0,4 h en células control y de EA respectivamente.
p27kipi p-actina
control
EA
8 24 8 24
Tiempo tras la adiciôn de cicloheximida 
(horas)
B 1201
control
EA100
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Figura 19.- Vida media de p27 en céiulas de individuos controies y pacientes con EA. Las células se  
sembraron a una densidad Inicial de 1.10^.ml'^ y se  incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero. A las 
24 h de la siembra, se  anadiô 10 |ig/ml de cicloheximida. Tras la adiciôn del inhibidor, se  recogieron 
m uestras del cultive a las 4, 8 y 24 h, con las que se  determinaron los niveles de p27 mediante western 
blot, como se  représenta en el panel A. En el panel B, se  muestra los resultados del anàlisis 
densitométrico de la desapariciôn de p27 en funciôn del tiempo, en 4 experimentos independientes.
La alteraciôn en la velocidad de degradaciôn de p27 que se observa en los 
linfoblastos de pacientes con EA, parece ser especifica de p27, pues como se puede 
apreciar en la figura 20, no se observô ningùn cambio en la vida media de otra proteina 
del ciclo celular, como la ciclina E.
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(horas)
120
control
EAô 'm 100
«  ^  
® <0
40
Tiempo (horas)
Figura 20 - Vida media de ciclina E en células de individuos controies y pacientes con EA. Las
condiciones expérimentales son las mismas que en la figura 8. S e m uestra un experimento 
representativo.
Trabajos previos de nuestro laboratorio (Cuevas y cols. 2003), habian demostrado 
que la administraciôn de antagonistas de CaM, restaura los niveles de p27 hasta niveles 
similares a los de las células control, e impide el aumento de proliferaciôn, inducido por 
el suero (Tabla X). La determinaciôn de la vida media de p27 en células de EA, en 
presencia de CMZ, indica que esta droga actùa enlenteciendo la velocidad de proteolisis 
de p27 (figura 21). Estos resultados sugieren, ademâs, la importancia de la via de 
sefializaciôn dependiente de CaM en la mayor respuesta proliferativa de las células de 
EA.
control
EA
EA + CMZ
p27
mmmrnm
8 24
P-actina
8 24
Tiempo tras la adiciôn de cicloheximida 
(horas)
M c2
control 
EA 
EA+CMZ
10 20 
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Figura 2 1 Vida media de p27 en células de individuos contrôles y pacientes con EA. Las células se  
sembraron a  una densidad Inicial de 1-10® mr^ y se  Incubaron en RPMI conteniendo 10% de suero, en 
presencia y en ausencia de IpM CMZ. A las 24 h de la siembra, se  anadieron 10 pg/ml de cicloheximida. 
Tras la adiciôn del Inhibidor se  recogieron m uestras del cultive a  las 4, 8 y 24 h, con las que se  
determinaron los niveles de p27 mediante western blot, como se  représenta en el panel A. En el panel B, 
se  representan los resultados del anàlisis densitométrico de la desapariciôn de p27 en funciôn del tiempo, 
en 4 experimentos Independientes.
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3.2. Papel de la via ubiquitin-proteasoma en la degradaciôn de p27 en 
linfocitos inmortalizados
En la mayoria de los tipos celulares, la proteina p27 es degradada por la via 
ubiquitin-proteasoma (Pagano y cols., 1995). La proteina p27 es fosforilada en Thrl87 
fundamentalmente por la acciôn del complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). La 
fosforilaciôn de este residuo se requiere para la union de p27 a Skp2, una proteina de la 
familia F-box, que flmciona como el componente receptor del complejo SCF-Ubiquitin 
ligasa (figura 22). Tras la union de p27 a Skp2, se produce la ubiquitinizaciôn y 
degradaciôn de la molécula (Dick y cols., 1997), como aparece esquemâticamente 
representado en la figura 22.
fUb)
E1 J
(Ub)
(UbHUIE2
Rbxl (Ub)
Cul1
E3
Complejo SCF
Skp2F-box
o g o '
Proteasoma
Figura 22.- Via proieolitica ubiquitin-proteasoma.
Para demostrar la posible participaciôn de este sistema en linfocitos 
inmortalizados, se determinô, en primer lugar, el efecto de un inhibidor especifico de la 
actividad del proteasoma, el MG132, en los niveles de p27 y en proliferaciôn celular. 
Cômo puede observarse en la figura 23, la administraciôn de MG132 produce un 
aumento del contenido celular de p27 e inhibe proliferaciôn, de forma dosis- 
dependiente.
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Figura 23 - Efecto dei tratamiento con ei inhibidor dei proteasoma MG132 en ios niveies de p27"' ' ' \  
en ia proiiferaciôn ceiuiar de iinfobiastos de EA. Los linfoblastos d e  individuos con EA s e  sem braron  a 
una d ensidad  inicial de  1-10® células m r \  y s e  cultivaron duran te 24 h en  medio RPMI con 10% suero , en 
p resen c ia  o ausenc ia  de  concen traciones crecien tes de  MG132. P anel A: efecto d e  las distintas 
concen traciones de  MG132 sob re  la proliferaciôn celular y niveles d e  p27. Panel B: s e  m uestra  un 
experim ento  representativo  de  un inmoblotting a  las 24h del tratam iento. Los valores m uestran  la m edia ± 
error e s tà n d a r  d e  4 experim entos independien tes con lineas celu lares p roceden tes d e  distintos individuos.
Por otra parte, el anàlisis comparative de la degradaciôn de p27, tras el 
tratamiento con CMZ, en presencia o en ausencia de MG132, también sugiere la 
participaciôn de esta via en la degradaciôn de p27. Para los experimentos de la figura 
24, se incubaron linfoblastos de pacientes de EA con CMZ, durante 24 h, para 
incrementar los niveles de p27. Cuatro horas después de la retirada de CMZ, se observa 
una reducciôn progresiva de p27 (figura 24), que es impedida casi totalmente, en 
presencia de MG132.
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Figura 24 - Anàlisis comparative de la degradaciôn de p27, tras el tratamiento con CMZ, en 
presencia o en ausencia de MG132. Los linfoblastos de individuos con EA se  sembraron a una densidad 
inicial de 110^ células m f ,  y se  cultivaron durante 24 h en medio RPMI con 10% suero, en presencia o 
ausencia de IpM CMZ. Posteriormente se  retiro el CMZ del medio y las células se  incubaron en 
presencia y ausencia de 10 pM MG132. A los tiempos indicados en la figura, se  tomaron m uestras de los 
cultivos para la detecciôn de p27 por western blot. La figura muestra un experimento representativo.
3.2.1. Actividad del proteasoma en linfoblastos contrôles y de EA.
El proteasoma 26S es un complejo multiproteico, que se encarga de la 
degradaciôn temporalmente y de forma ordenada de un numéro importante de proteinas 
reguladoras de procesos clave para la homeostasis celular (King y cols., 1996; Naujokat 
y Hoffman, 2002).
La actividad del proteasoma 26S se puede determinar evaluando la capacidad de 
los extractos celulares de degradar un compuesto fluorogénico llamado sucinil-Leu- 
Leu-Val-Tyr 7-amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997). Con este procedimiento, se 
pudo observar una actividad, ligeramente mayor, en linfoblastos de pacientes con EA 
como se muestra en la figura 25, (panel A), si bien, la diferencia no fue estadisticamente 
significativa.
El proceso de degradaciôn de proteinas en el proteasoma comienza con una 
modificaciôn post-traduccional, que consiste en la ubiquitinizaciôn de la molécula, por 
la uniôn de ubiquitina a residuos de lisina (Coux y cols., 1996). Este proceso esta 
mediado por las ubiquitin-ligasas E3 (Scheffher y cols., 1995).
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Por esta razôn, se considerô de interés evaluar si este proceso pudiera estar 
alterado en las células de pacientes de EA. Para ello, se analizô por ensayos de 
inmunoblotting, la acumulaciôn de conjugados ubiquitin-proteinas, utilizando 
anticuerpos anti-ubiquitina. La figura 25, (panel B) muestra un experimento 
representativo. No se detectaron diferencias significativas en la acumulaciôn de 
proteinas ubiquitinadas entre los dos tipos celulares, tanto en ausencia como en 
presencia del inhibidor del proteasoma MG132.
C EA C EA B
140
I I control
%
M G132 + + M G132 + +
Figura 25 - Actividad del proteasoma en células de individuos contrôles y pacientes con EA. Los
linfoblastos se  sembraron a una densidad inicial de 1-10® m f ,  y se  cultivaron durante 48h en medio RPMI 
con 10% suero, en ausencia o presencia de 10 pM MG132 como control positivo. A las 48h se  tomaron 
m uestras con las que se  realizaron extractos para medir la actividad del proteasom a segùn se  describe 
en Métodos. Panel A: Los resultados son la media ± error estàndar de determinaciones realizadas por 
triplicado en 6 experimentos diferentes. Panel B: Acumulaciôn de proteinas ubiquitinadas. Las 
condiciones expérimentales son idénticas a las del panel A. Se m uestra un inmunoblot representativo 
revelado con anti-ubiquitina.
3.2.2. Relaciôn entre fosforilaciôn de p27 en Thrl87 y niveles de p27 
en linfoblastos de donantes contrôles y de EA.
Dado que la fosforilaciôn de p27 en Thr 187 es un requisito imprescindible para el 
reconocimiento de la proteina por el complejo SCF del proteasoma, se realizô un 
estudio comparativo de los niveles de p27 y estado de fosforilaciôn de p27 en
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linfoblastos contrôles y de EA. Puede observarse en la figura 26, la existencia de una 
relaciôn inversa entre estado de fosforilaciôn y contenido celular de p27. En las células 
de EA se produce un incremento en los niveles de p27 fosforilada, que se acompana de 
un menor contenido de este CDKI respecto al encontrado en las células control.
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Figura 26.- Relaciôn entre el estado de fosforilaciôn y niveles de expresiôn de p27"^ ''*^  en 
linfoblastos de donantes contrôles y pacientes con EA. Los linfoblastos se  sembraron a una densidad 
inicial de 110® m f ,  y se  cultivaron durante 24h en medio RPMI con 10% suero. Se representan westem  
blots de p27*® \^ Thri87p27«pi y p_actina (panel A). En el panel B se  muestra el anàlisis densitométrico. Los 
resultados son la media ± error estàndar de 8 observaciones realizadas con diferentes lineas celulares.
La fosforilaciôn de p27 en Thrl87 ocurre, principalmente, mediante la 
participaciôn del complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). La figura 27, muestra un 
aumento significativo de la actividad del complejo ciclina E/CDK2 en las células de 
pacientes de EA, en consonancia con la mayor fosforilaciôn de las proteinas de la 
familia del retinoblastoma en linfoblastos de EA (figura 16). Sin embargo, los niveles 
de expresiôn de ciclina E y CDK2 fueron similares tanto en linfoblastos contrôles como 
en EA, como se muestra en la figura 28.
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Figura 27 - Actividad quinasa dei complejo ciclina E /CDK2 en iinfobiastos de donantes controies 
y pacientes con EA. Los linfoblastos se  sembraron a una densidad Inicial de 110® m f ,  y se  cultivaron 
durante 24h en medio RPMI con 10% suero. Se prepararon extractos para ser inmunoprecipitados 
usando anti-ciclina E y la actividad quinasa se  mediô utilizando histona H1 como sustrato. La histona H1 
fosforilada se  visualizô mediante autoradiografia. Los niveles de histona H1 se  determinaron tihendo el gel 
con Comassie. S e muestra un experimento representativo, debajo del cuâl, esta  representado el anàlisis 
densitométrico. Los resultados son la media ± error estàndar de 3 experimentos independientes.
control EA
Tiempo después de la 
estimulaciôn por suero 
(horas) 24 48 72 24 48 72
ciclina E
CDK2
Figura 28 - Expresiôn de ciciina E y CDK2 en iinfobiastos contrôles y de EA activados por suero.
Las células se  sembraron a una densidad inicial de T10® células ■ ml'  ^ y se  privaron de suero durante 24 
h. Tras la estimulaciôn con el 10% de suero, cada dia, se  tomaron m uestras del cultive, se  aislaron las 
proteinas celulares, y se  analizaron por westem  blot.
3.4. Localizaciôn celular de p27 en linfoblastos de donantes contrôles y de 
EA.
Otro factor que interviene en la regulaciôn de la actividad de p27 es su 
localizaciôn celular. La presencia de p27 en el nùcleo, permite que pueda ejercer su 
funciôn inhibitoria del ciclo celular impidiendo la activaciôn del complejo ciclina 
E/CDK2. El hecho de que en pacientes con EA se hayan observado alteraciones en el
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transporte nùcleo citoplasmâtico de proteinas implicadas en proliferaciôn y 
supervivencia (Lee y cols., 2006), nos hizo considerar considerar la posibilidad de que 
hubiera cambios en la distribuciôn subcelular de p27 entre las células contrôles y de EA 
que pudieran dar cuenta de las diferencias en la actividad proliferativa. Para estos 
experimentos, los linfoblastos contrôles y de EA se inmunotineron con anticuerpo anti- 
p27 y se tineron los nùcleos con DAPI. La figura 29 muestra un experimento 
representativo en el que se aprecia una mayor presencia de p27 en el nùcleo de células 
contrôles que en el de células de EA.
DAPI p27*^'P'' S u p e rp o s ic iô n
co n tro l
EA
Figura 29.- Locallzaclôn ceiular de p27 en linfoblastos de donantes contrôles y de EA. Los
linfoblastos de  individuos contrôles y p ac ien tes con EA s e  sem braron  a  una densidad  Inicial d e  1-10® m r \  
y s e  cultivaron en  m edio RPMI con 10% suero . A las 24h, s e  fijaron y s e  realizô la inmunotincion com o s e  
d escribe  en  m étodos. Las células fueron visualizadas en m icroscopic d e  fluorescencia. S e  m uestra  un 
experim ento  representativo. Escala; 75 pm
3.4. Estudio de las principales vias implicadas en el control de la
fosforilaciôn de p27.
Con objeto de determinar que proteinas quinasas son importantes para la 
fosforilaciôn/degradaciôn de p27 en linfocitos inmortalizados y cual de ellas podria 
estar alterada en linfoblastos de pacientes de EA, se utilizô inhibidores selectivos de las 
principales quinasas involucradas en el control de proliferaciôn/supervivencia ceiular.
La figura 30 resume los efectos de Ly 294002, inhibidor de PI3-K/Akt y de PD 
98059, inhibidor de ER K l/2, sobre proliferaciôn ceiular y niveles de p27 en linfoblastos 
de pacientes con EA. La inhibiciôn de PI3-K pero no la de ER K l/2, produjo una
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disminuciôn de la proliferaciôn, inducida por el suero, a la vez que se observô un 
aumento significative en los niveles de p27. Estos resultados sugieren la participaciôn 
de la via de senalizaciôn PI3-K/Akt regulando la degradaciôn de p27 y la proliferaciôn 
ceiular.
LY 294002  
PD 98059
Ser413p/^|(t
Akt
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Figura 30.- Efecto de la PISK/Akt o ERKl/2 sobre el aumento en la proliferaciôn ceiular en 
respuesta al suero y sobre el contenido de p27'*''’^  en linfoblastos de pacientes con EA. Las células 
se  sem braron a una densidad inicial de 1-10^ células- m f \  se  privaron de suero y se  preincubaron durante 
30 min, en presencia de 20 pM Ly 294002 o de 20 pM PD 98059. Transcurrido este  période, se  
estimularon con 10% suero. Tras 24h de la estimulaciôn con el 10% de suero, se  prepararon extractos 
celulares, las proteinas fueron separadas en geles desnaturalizantes, transferidas a una membrana e 
incubadas con un anticuerpo primario especffico para cada protefna. S e muestran inmunoblots 
representatives y los resultados de la proliferaciôn que son la media ± error estândar de 3 experimentos 
independientes.
3.4.1. Implicaciôn de PI3-K en el control de la degradaciôn de p27
La posibilidad de que las células de pacientes con EA presenten una actividad 
mayor de PI3-K se estudiô valorando, en primer lugar, la activaciôn de Akt. PI3-K 
favorece la translocaciôn de Akt a la membrana plasmâtica donde tiene lugar su 
activaciôn mediante su fosforilaciôn en los residuos de Ser 473 y Thr 308 (Stokoe y
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cols., 1997). La figura 31 muestra un aumento en la fosforilaciôn de Akt en Ser473 tras 
la estimulaciôn por suero, que persiste durante al menos una hora. En la figura 32 se 
observô que las células procedentes de pacientes con EA mostraban un aumento de la 
activaciôn de Akt inducida por el suero respecto a los linfoblastos control.
T iem po  d e s p u é s  d e  la 
estim ulaciôn  por su e ro  
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Ser473pAkt
Akt
Figura 31.- Activaciôn por suero de la via PI3K/Akt en linfoblastos. Se sembraron los linfoblastos a 
una densidad inicial de 1-10®- mri en RPMI. Tras 24h sin suero, se  estimularon con 10% de suero y 
tomaron allcuotas a los 15 y 60 min. Se representan western blots de fosfo-Akt (serina473) y Akt total.
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Figura 32.- Activaciôn de la via PI3K/Akt en linfoblastos de Individuos contrôles y pacientes con
EA. S e sem braron los linfoblastos de individuos contrôles y pacientes con EA a  una densidad inicial de 
110® mri en RPMI. Tras 24h sin suero, se  estimularon con 10% de suero y tomaron allcuotas a los 15 
min. S e  representan western blots de fosfo-Akt (serina473) y Akt total tras la estimulaciôn con 10% de 
suero, durante 15 min, en individuos contrôles y pacientes con EA (panel A). En el panel B, se  m uestra el 
anâlisis densitométrico. Los resultados son la media ± error estândar de 8 experimentos independientes 
*p<0,05.
Por otra parte, se valorô la cinética de los cambios que produce la inhibiciôn de 
PI3-K/Akt por Ly 294002, en el estado de fosforilaciôn de p27 y en el acùmulo de p27. 
Los resultados aparecen recogidos en la figura 33.
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Figura 33.-Cinética de los cambios que produce la Inhibiciôn de PI3-K/Akt por Ly 294002, en el 
estado de fosforilaciôn y acùmulo de p27 Los linfloblastos de pacientes de EA se  sembraron a una 
densidad inicial de T10® ml'  ^ en RPMI con 10% de suero en presencia de 20 pM Ly 294002. A los 
tiempos indicados en la figura, se  tomaron allcuotas de  los cultivos para el anâlisis por westem  blot. La 
figura m uestra un experimento representativo.
3.5. Papel de Ca^/CaM en el control de la degradaciôn de p27 mediada por
PI3-K/Akt.
Como ya se habia mencionado, trabajos previos de nuestro laboratorio 
demostraron que la mayor respuesta proliferativa de linfoblastos de EA respecto a la de 
donantes contrôles depende de Ca^/CaM (Urcelay y cols., 2001). La adiciôn de 
antagonistas de CaM inhibe proliferaciôn de linfoblastos de EA, aumentando los niveles 
celulares de p27 (Cuevas y cols. 2003).
Dado que se ha descrito la activaciôn de PI3-K/Akt por Ca^/CaM (Pérez-Garcia y 
cols., 2004; Cheng y cols., 2003), se creyô de interés estudiar el papel de Ca^VCaM en 
la regulaciôn de p27 inducida por PI3-K/Akt. Con este fin, se determinô la actividad de 
PI3-K/Akt, estado de fosforilaciôn de p27 en Thr 187 y contenido ceiular de p27 en 
presencia del antagonista de CaM, calmidazolium (CMZ). La figura 34 muestra que la 
administraciôn de CMZ produce una inhibiciôn de la fosforilaciôn de Akt, que se 
acompana de una menor fosforilaciôn de p27 y de un aumento de los niveles de p27.
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Figura 34.- Efecto del tratamlento con CMZ sobre la activaciôn de Akt y la expreslôn y fosforilaciôn 
de p27 en linfoblastos de Individuos contrôles y enfermes de EA. Panel A: Los linfoblastos de 
individuos contrôles y pacientes de EA se  sembraron a  una densidad inicial T10® mri en RPMI sin suero 
durante 24 h. Tras 30 min de incubaciôn, en presencia o ausencia de 1 pM de CMZ, las células fueron 
estim uladas con 10% FBS durante 30 min. Los niveles de fosfo Akt (Ser473) y Akt total se  determinaron 
por w estem  blot. A la derecha, se  muestra el anâlisis densitométrico. Los resultados son la media ± error 
estândar de 6 experimentos independientes. Panel B: Los linfoblastos de individuos contrôles y de 
pacientes de EA se  incubaron durante 24 h en medio RPMI conteniendo 10% de FBS en ausencia o en 
presencia de IpM de CMZ. Se muestran western blots representativos de 5 experimentos y, a la derecha 
el anâlisis densitométrico de los resultados. *p<0,05 respecto al control, **p<0,05 respecto a las células de 
EA incubadas en ausencia de CMZ.
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Con objeto de comprobar la especificidad de la inhibiciôn de Ca^^/CaM por el 
CMZ, se analizô el efecto de otro antagonista de CaM, no relacionado estructuralmente 
con el CMZ, como es el W13, sobre la fosforilaciôn de Akt. Estos resultados se recogen 
en la figura 35.
La adiciôn de los distintos antagonistas de CaM a las células control no produjo 
ningùn efecto en los niveles de fosforilaciôn de Akt. Por el contrario, la mayor 
activaciôn de Akt, caracteristica de células de pacientes con EA, disminuye en presencia 
de W13, pero no en presencia de W12, un anâlogo no activo (figura 35).
Ser413p/^ |^t
Akt
Vehfculo
W 12
W 13
CMZ
Figura 35.- Efecto de! tratamlento con compuestos antl CaM sobre la activaciôn de Akt en 
linfoblastos de Individuos contrôles y enfermes. Los linfoblastos se  sembraron a una concentraciôn de 
110® m r \ en medio RPMI sin suero, durante 24 h. Media hora an tes de la adiciôn de 10% suero fueron 
preincubados en ausencia o presencia de 10 pM W 12, 10 p M W I S o  1 pM CMZ. A las 24 h de la 
estimulaciôn, se  tomaron allcuotas para la determinaciôn por westem  blot de fosfo Akt (Ser473) y Akt 
total. La figura muestra un experimento representativo.
Estos resultados sugieren la participaciôn de la ruta Ca^VCaM, modulando los 
efectos de la activaciôn de PI3-K/Akt en el control de la fosforilaciôn y degradaciôn de 
p27. Esta idea se apoya, también, en el hecho de que los antagonistas de CaM no 
afectaron a la actividad global del proteasoma de células de EA y a la acumulaciôn de 
proteinas ubiquitinizadas, como se muestra en la figura 36.
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Figura 36.- Efecto de antagonistas de CaM en la actividad global del proteasoma de células de EA.
Los linfoblastos se  sembraron a una densidad inicial de T10® m l'\ y se  cultivaron durante 48h en medio 
RPMI con 10% suero, en ausencia o presencia de 1pM CMZ y IpM MG132 como control positivo. A las 
48h, se  tomaron muestras con las que se  realizaron extractos para medir la actividad del proteasom a 
segùn s e  describe en Métodos. Panel A: los resultados representan la media ± error estândar de 6 
experimentos distintos. Panel B: se  muestra un inmunoblot representativo, revelado con un anticuerpo 
anti-ubiquitina.
3.6. Efecto de la inhibiciôn de CaM quinasa II y  calcineurina en la 
fosforilaciôn de Akt y  contenido ceiular de p27.
La figura 37 muestra que la inhibiciôn de calcineurina por ciclosporina (Liu y 
cols., 1991) o la inhibiciôn de CaM quinasa II por KN62 (Tokumitsu y cols., 1990), no 
tuvo ningùn efecto sobre la fosforilaciôn de Akt, ni afectô a los niveles celulares de p27, 
lo que descarta que los efectos de CaM sean mediados por estas proteinas.
Ser473pAkt
Akt
p27>^pi
P-actina
CMZ - + - -
C iclosporina +
KN62 - - - +
Figura 37.- Efecto de la Inhibiciôn de CaMKII o calcineurina en la activaciôn de Akt y contenido 
ceiular de p27. Los linfoblastos de pacientes con EA fueron preincubados durante 30 min en presencia 
de IpM CMZ, IpM KN62 o 2 pg/ml de ciclosporina A, luego fueron estimulados con 10% suero. A las 24 
h, s e  recogieron los extractos para la determinaciôn de los niveles de fosfo-Akt (Ser473), Akt total y p27'“'®’ 
por western blot. La figura muestra un experimento representativo.
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4. Papel de la activaciôn de FPARy en la respuesta proliferativa de 
linfoblastos contrôles y de EA.
Este apartado describe una serie de experimentos encaminados a élucidai la 
influencia de la activaciôn de PPARy en la estimulaciôn de la respuesta proliferativa de 
linfoblastos de pacientes de EA. PPARy pertenece a la superfamilia de receptores 
nucleares, puede formai heterodimeros con el receptor de retinoide y regular la 
transcripciôn de genes pro-inflamatorios y otros relevantes para el control de la 
supervivencia ceiular. El objetivo de estos experimentos viene justificado por las 
observaciones que indican un aumento de expresiôn de PPARy en cerebros de pacientes 
de EA, lo que sugiere que puede jugar un papel relevante en la respuesta 
neuroinflamatoria (Kitamura y cols., 1999). Por otra parte, algunos estudios 
epidemiolôgicos han puesto de manifiesto que el tratamlento prolongado con 
antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) puede prévenir o retrasar el desarrollo de la 
EA (Breitner, 1996; in’t Veld y cols., 2001; Stewart y cols., 1997). Los AINEs y las 
prostaglandinas de la serie J2 son ligandos del PPARy (Jiang y cols., 1998; Ricote y 
cols., 1998). En base a los efectos antiproliferativos y proapoptôticos de la activaciôn de 
PPARy observados en algunos tipos celulares, se considerô la posibilidad de que la 
acciôn aparentemente neuroprotectora de los ligandos de PPARy estuviese mediada por 
la inhibiciôn del ciclo ceiular.
4.1. Expresiôn y activaciôn de PPARy
La figura 38 muestra que los linfoblastos de individuos contrôles y de EA 
expresan niveles similares de PPARy en presencia o en ausencia del ligando natural 
15d-PGJ2.
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Figura 38.- Niveles de expresiôn de PPARy en linfoblastos de individuos contrôles y pacientes de 
Alzheimer.
Los linfoblastos procedentes de individuos contrôles y EA se  sembraron a una densidad inicial de 
1-10®células m r’ en medio RPMI con 10% de suero, en presencia y ausencia 2,5 pM de 15d-PGJ2. A las 
48 h se  prepararon los extractos celulares y se  analizaron por W estern Blot. Los valores de la expresiôn 
de PPARy representados son la media ± error estândar de cuatro experimentos distintos, realizados con 
individuos diferentes.
Para determinar si la adicciôn de ISd-PGJ] era capaz de activai a PPARy, se 
analizô por ensayos de retarde en gel (EMSA) la capacidad de PPARy de unirse a 
oligonucleotides que contienen secuencias especlfîcas, tal y como se describe en 
Métodos. La figura 39 muestra que aumenta la capacidad de PPARy de unirse al ADN 
en presencia del ligando ISd-PGJi, tante en células contrôles como en linfoblastos de 
EA. La especificidad de uniôn al ADN fue confirmada por ensayos de competiciôn en 
los cuales se anadiô un exceso de 100 veces de sonda sin marcar.
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Figura 39.- PPARy es activado tras ai tratamlento con 15d-PGÜ2 en los linfoblastos tanto de 
Individuos contrôles como en los de EA. Los linfoblastos procedentes de individuos contrôles y EA se  
sembraron a  una densidad inicial de T 10® células ml'  ^ en medio RPMI con 10% de suero, en presencia y 
ausencia 2,5 pM de 15d-PGJz. A las 24 h, se  prepararon los extractos celulares, y se  analizaron por 
EMSA. La especificidad de la uniôn PPARy-ADN se  determinô con un exceso de sonda sin marcar y con 
un oligonucleôtido de secuencia inespecifica, ne.
4.2. Efecto de ISd-PGJz sobre la proliferaciôn ceiular. Dosis respuesta.
Para analizar los efectos de la 15d-PGJ2 sobre la actividad proliferativa en 
respuesta al suero de linfoblastos contrôles y de pacientes con EA, se realizaron 
experimentos de dosis respuesta, a lo largo del tiempo, en estas células. En la figura 40, 
se muestra que la tasa proliferativa de linfoblastos de EA fue significativamente mayor 
que la de células contrôles, de acuerdo con trabajos previos de nuestro laboratorio 
(Cuevas y cols., 2003; Urcelay y cols., 2001). También, se vio que las células tratadas 
con 15d-PGJ2, mostraban una inhibiciôn significativa del crecimiento ceiular, tanto en 
linfoblastos de contrôles como de EA, de una manera dependiente de la dosis. 
Curiosamente, la susceptibilidad de las células a la acciôn inhibitoria de la droga fiie 
diferente en pacientes con EA respecto a los contrôles, ya que, mientras que el 
crecimiento ceiular en células de pacientes con EA disminuye a concentraciones de 
1 |llM, fue precise aumentar la dosis de la droga cinco veces para observar inhibiciôn en
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células contrôles. A dosis de 5 o de 10 [xM de la ISd-PGJi no hay crecimiento ceiular y 
se observa una disminuciôn del numéro inicial de células en los cultivos tanto de 
contrôles como de pacientes con EA.
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Figura 40.- Efectos de concentraciones crecientes de 15d-PGÜ2 sobre la proliferaciôn en 
linfoblastos de individuos contrôles y con EA. Los linfoblastos procedentes de Individuos contrôles y 
EA se  sembraron a una densidad inicial de 1 lO^células ml"^  en medio RPMI con 10% de suero. en 
presencia de concentraciones crecientes de 15d-PGJ2, durante très dias. Cada dia del experimento se  
tomaron m uestras para el ensayo de proliferaciôn. Los valores muestran la media ± el error estândar de 
cuatro experimentos independientes tomados de lineas celulares de distintos individuos. Cuando las 
barras de error no se  muestren, el error e s  menor que el tam ano del simbolo correspondiente
El anâlisis del estado ciclo ceiular, por citometria de flujo, revelô que la apariciôn 
de células hipodiploides, en la fase sub Gq/G i, caracteristica de apoptosis/necrosis, 
ocurria solo a altas concentraciones de 1 Sd-PGJz, tanto en células contrôles como en 
linfoblastos de pacientes con EA. Sin embargo, a dosis bajas de ISd-PGJ: (1 o 2,5 pM), 
no se observaron evidencias de apoptosis ni de citotoxicidad como se puede observar en 
la figura 41.
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Figura 41- Efectos de concentraciones crecientes de ISd-PGJz en ia distribuciôn dei cicio ceiuiar 
de linfoblastos de contrôles y de EA. Las condiciones expérimentales son idénticas a  las descritas en la 
leyenda de  la figura 28. Después de las 48 h de la estimulaciôn con suero, las células fueron lavadas, 
fijadas y analizadas por citometria de flujo como se  describe en Métodos. Se muestra el porcentaje de 
células hipodiploides en fase sub G0/G1.
Estes resultados sugirieron que la inhibiciôn mediada por dosis bajas 15d-PGJ2, 
del incremento del numéro de células de EA en respuesta al suero, se debia a la 
inhibiciôn de la proliferaciôn ceiular, mas que a un efecto apoptôtico o citotôxico.
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Estas observaciones estan apoyadas también por experimentos en los que se 
utilizaron como marcadores de apoptosis y necrosis, Anexina V acoplada a fluoresceina 
(FICT) y el IP, respectivamente. La figura 42 muestra un experimento representativo 
donde el tratamlento de linfoblastos de pacientes de EA con 2,5 |xM de 15d-PGJ2 
durante 48 horas no produjo cambios significativos en la fiacciôn de células apoptôticas 
o necrôticas, manteniendo, ademâs un 80% de células viables. Como control positivo de 
apoptosis y de necrosis ceiular, se incubaron los linfoblastos con 1 pM estaurosporina 
durante très horas.
Estaurosporina
Anexina
Apoptosis
vivas Necrosis
B
IP
EA + Véhicule EA + 2,5pM ISd-PGJj
Figura 42- El tratamlento de linfoblastos de pacientes de EA con dosis bajas de 15d-PGJz no 
induce ni apoptosis ni necrosis. S e analizô la exposiciôn de fosfatldilserina al medio extracelular y la 
exclusiôn de  IP tras el tratamlento con Anexina V- fluoresceina e IP. En la parte positiva para el IP (eje x) 
las células necrôticas. Las células viables aparecen negatives para am bas fluorescendas (panel A). El 
control positivo de apoptosis y necrosis se  realizô incubando los linfoblastos en presencia de 
estaurosporina 1pM (panel B). En los paneles C y D se  muestra un experimento representativo del 
anâlisis de linfoblastos de pacientes con EA incubados en ausencia o presencia de 2,5 pM de 15d-PGJ2 
durante 48 horas.
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En los siguientes experimentos se eligio la concentraciôn de 2,5 pM  de 15d-PGJ2 
ya que, fue la concentraciôn en la que observâmes mâximas diferencias en las células de 
EA, sin afectar a la proliferaciôn de células contrôles, como se muestra en la figura 41. 
El efecto inhibitorio de 15d-PGJ2 vimos que era dependiente del tiempo produciendo un 
decremento del 30-40% en el total del numéro de células en cultivos de EA después de 
très dias de tratamiento (figura 43).
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Figura 43.- Efectos de 15d-PGJ2 en la actividad proliferativa mediada por el suero de linfoblastos 
contrôles y de EA. Los linfoblastos p roceden tes d e  individuos contrôles y EA s e  sem braron  a  una 
densidad  inicial d e  T10®células- ml'^ en  medio RPMI con 10% de suero  en ausenc ia  o p resencia  de  2,5 
pM de15d-PG J2. C ada d ia del experim ento s e  tom aron m uestras para el recuento  del num éro d e  células. 
El porcentaje de  crecim iento ceiular e s ta  referido en tanto  por ciento de  células no tra tad as , considerado  
e s te  ultimo com o el 100%. Los valores m uestran  la m edia ± el error es tân d a r  d e  se is  a  ocho experim entos 
independ ien tes tom ados de  lineas celu lares d e  distintos individuos.
La figura 44 muestra que el efecto antiproliferativo de 15d-PGJ2 es reversible. 
Para estos experimentos, se incubaron linfoblastos de pacientes de EA durante 24 horas 
en ausencia o en presencia de 15d-PGJ2. Pasado este tiempo, se retirô la droga y se 
mantuvieron los cultivos celulares durante 72 horas. Como control positivo, se 
incubaron linfoblastos de EA en presencia de 15d-PGJ2 desde el momento de la
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siembra. Puede observarse en la figura 44 que tras la retirada de la ISd-PGJi se restaura 
la tasa de proliferaciôn ceiular.
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Figura 44.- El efecto de la 15d-PGÜ2, inhiblendo la respuesta proliferativa al suero de linfoblastos 
de EA es  reversible. Los linfoblastos p roceden tes de  individuos con EA s e  sem braron  a  una densidad  
inicial d e  T10® células-ml'^ en  medio RPMI con 10% de suero  en  au sen c ia  o presencia  d e  2,5 pM de15d- 
P G J2 du ran te 72 h. A las 24 h s e  cam bio el medio para retirar la droga y s e  hizo un recuento  del num éro 
d e  células cad a  dia. Los valores m uestran  la m edia ± el error e s tân d a r de  se is  experim entos 
independien tes tom ados de  lineas celu lares d e  distintos individuos.
La acciôn antiproliferativa de 1 Sd-PGJz no parece estar mediada por PPARy. Para 
investigar el posible papel de PPARy en la acciôn antiproliferativa de lôd-PG Ji se 
estudiô, en primer lugar, el efecto 15d-PGJ2 en el crecimiento de linfoblastos de EA tras 
la estimulaciôn con suero en presencia y en ausencia de dos antagonistas especificos de 
PPARy como son el GW9662 y T0070907 (Leesnitzer y cols., 2002; Lee y cols., 2002). 
Como se puede observar en la figura 45, estos antagonistas no son capaces de prévenir 
el efecto de la lôd-PG Ji en la proliferaciôn. Por otra parte, se analizô la influencia de 
otros ligandos del PPARy, como las tiazolidinedionas (rosiglitazona) (Willson y Wahli, 
1997) o los AINES (Indometacina) (Lehmaann y cols., 1997) y ninguno de estos 
compuestos mimetizô el efecto inhibitorio en la proliferaciôn de la 15d-PGJ2 en los 
linfoblastos de EA (figura 45). Se sabe que los ligandos del PPARy y del receptor del 
âcido 9-cis-retinoico (RXRa) actùan sinérgicamente en la activaciôn de la transcripciôn
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(Kliewer y cols., 1992). Sin embargo, el cotratamiento de las células con 15d-PGJ2 y 
âcido 9-cis-retinoico no cambio, la inhibiciôn producida por la 15d-PGJ2 en la 
proliferaciôn de linfoblastos de EA, como se muestra en la figura 45. Todos estos 
resultados indican que la inhibiciôn del crecimiento ceiular por 15d-PGJ2 no es 
consecuencia de procesos de senalizaciôn mediados por el PPARy.
5 -S
Véhicule + + + + + + + + + +
GW9662 ■ + -
T0070907 -
1 5 d -P G J 2  - - -  +  + + +
R osig litazon a ............................................... + - - -
Indometacina - +
Âcido 9-cis-retino ico ............................................................... + +
Figura 45- Efectos de diferentes ligandos del PPARy y del àcido 9-cis-retinoico en la proliferaciôn 
de linfoblastos de EA. Los linfoblastos de pacientes contrôles y de enfermes se  Incubaron en plaças de 
96 pocillos a una densidad Inicial de 110^ células ml'  ^ por triplicado, con 10pM de GW9662, 10pM de 
T0070907O 2pM de àcido 9-cis-retinoico en presencia o en ausencia de 2,5 pM de 15d-PGJz, 10pM de 
rosiglitazona y 10pM de indometacina, durante 24 h. El estudio de proliferaciôn ceiular s e  llevo a  cabo 
mediante Cyquant. Los valores muestran la media ± el error estândar de cuatro experimentos 
independientes, realizados con lineas celulares de distintos individuos.*p<0.01, con respecto a  la actividad 
basai.
4.2.1. Efecto de la ISd-PGJz sobre el ciclo ceiular.
En trabajos previos de nuestro laboratorio, el anâlisis del ciclo ceiular de 
linfoblastos de individuos contrôles y de pacientes con EA (Cuevas y cols., 2003) 
sugiriô la posible perturbaciôn del trânsito de la fase G; a S del ciclo ceiular en las
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células de pacientes con EA. Por esta razon, se tratô de averiguar si la ISd-PGJ] actùa 
en este punto.
El anâlisis de la distribuciôn de células en las distintas fases del ciclo ceiular, por 
citometria de flujo, mostrô que la adiciôn de ISd-PGJ: no afectaba al perfil del ciclo 
ceiular en los linfoblastos de individuos contrôles. Sin embargo, aumentô el porcentaje 
de células en la fase Gq/Gi y disminuyô el de células en fase S/G2M en linfoblastos de 
pacientes con EA, como se muestra en la figura 46.
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Figura 46.- Efecto de la 15d-PGJ2 en la distribuciôn del ciclo ceiular en linfoblastos de contrôles y
EA. S e sem braron las células a  una densidad Inicial de 1 10^ en medio RPMI sin suero. 48 h después 
de la activaciôn con 10% suero, las células s e  recogieron y fueron lavadas, fijadas y analizadas por 
citometria de flujo como se  describe en los Métodos. S e  m uestra el porcentaje de células hipodiploides en 
fase  sub G0/G 1, como también el de células en fase G0/G 1 y S/G2M.
A continuaciôn, se midieron los efectos de la ISd-PGJ] a diferentes tiempos, tras 
la estimulaciôn con suero de los linfoblastos de EA, mostrando que esta droga no fué
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efectiva si se anadia doce horas después de la activaciôn por el suero. Este periodo de 
tiempo esta dentro del estimado para la fase Gi en linfoblastos de EA (Cuevas y cols., 
2003), sugiriendo que la actuaciôn ISd-PGJi ocurre durante la fase G% del ciclo ceiular.
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Figura 47.- Efecto de la adiciôn de ISd-PGJz a distintos tiempos en el aumento de proliferaciôn de 
linfoblastos de EA. Los linfoblastos d e  pac ien tes con EA fueron privados d e  suero  duran te 24 h, 
sem b rad o s  a una densidad  inicial de  1-10® células ml'^ y activados anadiendo un 10% de suero . La 15d- 
PGÜ2 s e  anadiô  a  los tiem pos indicados en la figura, tras la activaciôn ceiular. A las 72 h, s e  recogieron las 
célu las y s e  realizô el recuento  de  las células viables en  cam ara  N eubauer por exclusiôn d e  azul de  tripan. 
Los valores rep resen tad o s son  la m edia ± el error es tân d a r  d e  se is  experim entos independientes.*p<0.05.
4.2.2. Efectos de la ISd-PGJi en la expresiôn y el estado de 
fosforilaciôn de proteinas reguladoras del ciclo ceiular.
La figura 48 muestra el efecto de la lôd-PG J: sobre los niveles de expresiôn y 
fosforilaciôn de pRb, asi como los niveles de p27 a lo largo del tiempo. Puede 
observarse que, de acuerdo con observaciones previas (Cuevas y cols., 2003), tanto en 
linfoblastos contrôles como en pacientes con EA, hubo un aumento transitorio de pRb, 
que alcanzô niveles mâximos a las 24 h. La comparaciôn entre estos dos grupos revelô 
una mayor respuesta al suero en los linfoblastos de EA, en el contenido ceiular y 
fosforilaciôn de pRb, de acuerdo con los trabajos previos de nuestro laboratorio (Cuevas 
y cols., 2003). Asimismo, se observô que el contenido en p27 de las células de
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pacientes con EA era menor que en las contrôles. El tratamiento con 15d-PGJ2 no tuvo 
ningùn efecto sobre la expresiôn y el estado de fosforilaciôn de pRb ni sobre los niveles 
de p27 en células contrôles. Sin embargo, la droga inhibiô parcialmente la fosforilaciôn 
de pRb en linfoblastos de pacientes con EA, como muestra la disminuciôn del contenido 
de la forma hiperfosforilada de pRb (ppRb) y el aumento de la forma no fosforilada. 
Simultâneamente, se observô un aumento significative en el contenido ceiular de p27.
control EA
ppRb
pRb
+15d-PGJ,
0 24 48 72 24 48 72 horas
+15d-PGJ,
0 24 48 72 24 48 72 horas
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P27kip1
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Figura 48. - Efecto de la ISd-PGJz en los niveles de pRb y p27"'"'^  en linfoblastos contrôles y de EÆ
Los linfoblastos de individuos contrôles y de pacientes con EA se  cultivaron en medio RPMI con 10% de 
suero, en presencia o ausencia de ISd-PGJz a 2,5pM, durante 72 h. Tras la siembra se  recogieron 
m uestras a  las 24, 48 y a las 72 h, para realizar extractos celulares, con los que se  realizaron w estem  
blots de pRb y p27"^ '"'^  (panel A). En el panel B, se  m uestra el anâlisis densitométrico de Los
resultados representados son la media ± el error estândar de cuatro a seis observaciones.*p<0,05
**p<0,02.
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4.3. Regulaciôn de los niveles de p27 por ISd-PGJi
Para elucidar el efecto de la ISd-PGJ] sobre el contenido ceiular de p27, se 
analizô, en primer lugar, el efecto de esta droga sobre la vida media de p27. Los 
resultados obtenidos aparecen recogidos en la figura 49. Puede observarse que la 
presencia de 15d-PGJ2 produjo un aumento en la vida media de esta protefna en las 
células de pacientes de EA, alcanzando valores similares a los de las células contrôles.
A  p 2 7 ‘<'P'' p -a c tin a
con tro l
EA
EA + 15 -d P G J .
B
8 24 0 8 2 4
T ie m p o  tr a s  la ad ic iô n  d e  c ic lo h e x im id a  
(h o ra s )
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EA+ 1 5 d -P G J .
w c2
0) (C
10 20 
T ie m p o  (h o ra s )
F ig u ra  49.- V ida m ed ia  d e  p27 en  c é lu la s  d e  In d iv id u o s c o n trô le s  y  p a c ie n te s  c o n  EA. Las células se  
sem braron  a una densidad inicial de  T10® ml'^ y s e  incubaron en  RPMI conteniendo 10% d e  suero  en 
p resencia  y en  ausenc ia  d e  2,5 pM ISd-PG Jz. A las 24 h de  la siem bra, s e  anadieron 10 pg/ml de  
cicloheximida. Tras la adiciôn, del inhibidor s e  recogieron m uestras del cultivo a  las 4, 8 y 24 h, con las 
que  s e  determ inaron los niveles de  p27 m ediante w estern  blot com o s e  rep résen ta  en  el panel A. En el 
panel B, s e  rep résen ta  el anélisis densitom étrico de  la velocidad d e  degradaciôn d e  p27. Los resu ltados 
rep resen tan  la m edia ± error es tân d a r de  4 experim entos independientes.
Como era de esperar, la retirada de 15d-PGJ2 del medio de incubaciôn produjo 
una disminuciôn progresiva en los niveles de p27 (figura 50). La figura 50 muestra 
también, que la degradaciôn de p27 es impedida por el inhibidor del proteasoma
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MG132. Estos resultados indican que la 15d-PGJ2 actùa modulando, de alguna manera, 
la degradaciôn de p27 en el proteasoma.
I  ISd-PGJg I  +/-MG132
24 horas
MG132
24
p27kipi
Tiempo después de la 
retirada delSd-PGJg 
(horas)
MG132
p -actina
8 24
Figura 50.- Anâlisis comparative de la degradaciôn de p27, tras el tratamlento con ISd-PGJz, en 
presencia o en ausencia de MG132. Los linfoblastos de  individuos con EA s e  sem braron  a  una densidad  
inicial d e  T10® células m l'\  y s e  cultivaron durante 24 h, en  medio RPMI con 10% suero , en  presencia  o 
au sen c ia  de  2,5 pM ISd-PG Jz. Posteriorm ente, s e  retirô la ISd-PG Jz del medio y las células s e  incubaron 
en p resencia  y ausencia  de  10 pM MG132. Los resu ltados fueron analizados por w estern  blot, com o 
m uestra  la figura, m ediante un experim ento representativo.
4.3.1 Efecto de la 15d-PGJ2 sobre la actividad del proteasoma.
Con el fin de estudiar el efecto de la 15d-PGJ2 sobre la actividad global del 
proteasoma, se midiô la actividad del proteasoma 26S, evaluando la capacidad de los 
extractos celulares de degradar el compuesto fiuorogénico sucinil-Leu-Leu-Val-Tyr 7- 
amino-4-metilcumarina (Dick y cols., 1997), asi como la acumulaciôn de proteinas 
ubiquitinadas de células con y sin tratamiento procedentes tanto de individuos contrôles 
como de EA.
La figura 51 A muestra que la adiciôn de 15d-PGJ2 no produjo alteraciôn alguna 
en la actividad global del proteasoma, tanto en células contrôles como de pacientes de 
EA. Asimismo, la figura 51 B muestra un patrôn idéntico de proteinas ubiquitinizadas
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en presencia o en ausencia de ISd-PGJi en linfoblastos de individuos control y 
pacientes con EA. Como control positivo, se muestran los efectos de MG132.
de
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Figura 51.- Efecto de la 15d-PGJz en la actividad global del proteasoma de células de EA. Los
linfoblastos se  sem braron a  una densidad  inicial d e  1 -1 0 -m r\ y s e  cultivaron duran te 48h, en  medio RPMI 
con 10% suero . en ausenc ia  o presencia  de  2,5 pM ISd-PG Jz y lOpM MG132 com o control positivo. A las 
48h, s e  tom aron m uestras con las que s e  realizaron ex tractos para medir la actividad del p ro teasom a 
segùn  s e  describe en m étodos. Panel A: S e  m uestra  la m edia ± error e s tân d a r  d e  se is  experim entos 
d iferen tes realizados por triplicado. Panel B: s e  m uestra un experim ento representativo  d e  un 
inmunoblotting a  las 4 8 h de la estim ulaciôn con suero  revelado con un anticuerpo anti-ubiquitina.
Dado que p27 tiene que estar fosforilada en el residuo Thrl87 para ser reconocida 
por la proteina Skp2 del complejo ubiquitin ligasa (Dick y cols., 1997), se decidiô 
estudiar el efecto de la 15d-PGJ2 en los niveles de expresiôn de Skp2 y en el estado de 
fosforilaciôn de p27.
La figura 52 muestra que la administraciôn de 15d-PGJ2 no altera el contenido 
ceiular de Skp2 en linfoblastos contrôles y de EA. Sin embargo, la 15d-PGJ2 produce 
una disminuciôn acusada de los niveles de p27 fosforilada en Thrl87 en linfoblastos de 
EA, que se acompana de un aumento de contenido de p27 en estas células. Por el 
contrario, la 15d-PGJ2 no produjo cambios significativos en los linfoblastos de 
individuos control.
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Figura 52 - Efecto del tratamlento con 15d-PGJz sobre los niveles de Skp2, el estado de 
fosforilaciôn y niveles de expresiôn de p27‘^ ''*^ en linfoblastos de donantes contrôles y pacientes
con EA. Los linfoblastos s e  sem braron  a  una densidad  inicial d e  T10® m l'\ incubados en  presencia  y 
au sen c ia  de  2,5 pM 15d-PGJz, en  medio RPMI con 10% suero , duran te 24 h. S e  rep resen tan  w estern  
blots d e  Skp2, p27*^'^\ Thri87p2^kipi ^ p .gctlna (panel A). En el panel B s e  m uestra el anâlisis densitom étrico 
d e  Thri87p2ykipi^ tanto de individuos contrôles com o de EA. Los resu ltados son la m edia ± error es tân d a r  de
5 experim entos independientes. *p<0,05 respecto  al control, 
incubadas en ausenc ia  de  15d-PGJ2.
'p<0,05 respecto  a  las células d e  EA
La figura 53 muestra los resultados de una serie de experimentos realizados para 
determinar la actividad del complejo ciclina E/CDK2, en ausencia o presencia de 15d- 
PGJ]. Se observé que, mientras que el tratamiento no modified la actividad del 
complejo en células contrôles, la actividad si disminuyô en células de pacientes con EA, 
igualândose a la actividad encontrada en células contrôles.
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Figura 53 - Actividad quinasa del complejo ciclina E/CDK2 en linfoblastos de donantes contrôles y 
pacientes con EA, tras el tratamlento con 15d-PGJz. Los linfoblastos s e  sem braron  a  una densidad  
inicial d e  T10® ml \  y s e  cultivaron duran te  24h en m edio RPMI con 10% suero , en  p resencia  y ausencia  
d e  2,5|iM  15d-PGJ2. S e  prepararon ex tractos para s e r  inm unoprecipitados con anti-ciclina E y la actividad 
qu in asa  s e  midiô utilizando histona H1 com o sustrato . La histona H1 fosforilada s e  visualizô m ediante 
autorradiografia. Los niveles d e  histona H1 s e  determ inaron tinendo el gel con C om assie. S e  m uestra  un 
experim ento  representativo, debajo  del cuél e s ta  rep resen tado  el anâlisis densitom étrico. Los resu ltados 
son  la m edia ± error es tân d a r de  3 experim entos independientes.
4.4. Efecto de la ISd-PGJi sobre la actividad de PI3-K/Akt.
Como se ha descrito anteriormente, el aumento de proliferaciôn mediado por el 
suero y la disminuciôn de los niveles de p27 en células de EA requiere la activaciôn de 
la via de senalizaciôn PI3-K/Akt. Dado que en otros tipos celulares se ha descrito una 
interacciôn de la 15d-PGJ2 con esta via de senalizaciôn (Giri y cols., 2004), parece 
lôgico estudiar si los efectos de 1 Sd-PGJ] se ejercen a este nivel. Con este fin, primero 
se compararon los efectos de la administraciôn de ISd-PGJ] y Ly 294002, inhibidor 
especifico de la via PI3-K/Akt, sobre la proliferaciôn ceiular y niveles de p27 en células 
de EA, observando que tanto la ISd-PGJi como el Ly 294002, producen efectos
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similares inhibiendo proliferaciôn e incrementando los niveles de p27, sin que la 
combinaciôn de ambos produzca efectos aditivos.
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Figura 54.- Influencia de la via PI3-K/Akt en los efectos de la 15d-PGJz sobre los niveles de p27 y la 
proliferaciôn ceiular de linfoblastos de pacientes con EA. Las célu las s e  sem braron  en  medio RPMI 
con 10% suero  a  una densidad inicial de  T10® m r \  en p resencia y en  ausenc ia  de  2,5 pM 15d-PGJ2, 20 
pM Ly 294002 o d e  am bos. A las 24 h, s e  tom aron m uestras para los en say o s  d e  proliferaciôn y de  
w estern  blotting. En el panel A, s e  m uestra  un inmunoblot representativo, m ientras que el panel B recoge 
el anâlisis densitom étrico. Los resu ltados m ostrados son  la m edia ± error e s tân d a r  d e  4 experim entos. 
P anel C: La actividad proliferativa se  determ inô midiendo la reducciôn de  MTT en  triplicado en 4 
experim entos distintos. Los resu ltados son  la m edia ± error e s tân d a r  d e  la actividad proliferativa respecto  
a  la basai.
En segundo lugar, se estudiaron los efectos de la 15d-PGJ2 en la activaciôn de 
Akt, en linfoblastos de individuos contrôles y de EA. Para ello, se determinô la 
fosforilaciôn de Akt en Ser 473 a las 24 h de la estimulaciôn con suero, en presencia y 
ausencia de 15d-PGJ2, tanto en linfoblastos de individuos contrôles como de enfermos. 
En la figura 55 se observa que la administraciôn de 15d-PGJ2 no produjo ningùn efecto 
en la activaciôn de Akt, en células contrôles. Sin embargo, inhibiô, parcialmente, la 
fosforilaciôn de Akt en Ser 473 en linfoblastos de EA, hasta alcanzar niveles similares a 
los de las células contrôles.
113
Resultados
control EA
15d-PGJ,
S -O
G
1,4 - 
1.2  -  
1 - 
0,8  -  
0,6  -  
0,4 - 
0,2 -  
0
control
S er473pA kt
Akt
i i
15d-PGJ,
EA
Figura 55 - Activaclon de la via PI3-K/Akt en linfobiastos de individuos contrôles y de pacientes 
con EA tras el tratamiento con 15d-PGÜ2. Los linfobiastos d e  individuos contrôles y d e  EA (1-10®- ml'^) 
fueron privados de  suero  durante 24 h. La ISd-PG Jg (2,5 pM) s e  anadio m edia hora an te s  d e  la 
estim ulacion con 10% PBS. 30 min m as tarde, s e  recogieron allcuotas para la determ inaciôn por w estern  
blot d e  la actividad de  Akt. Panel A: s e  m uestra un experim ento representative. Panel B: analisis 
densitom étrico de  la actividad de  Akt. Los resu ltados rep resen tan  la m edia ± error e s tan d a r  d e  8 
experim entos independientes. *p<0,05 diferencia significativa respec te  a células contrôles; **p<0,05 
diferencia significativa respec te  a  células d e  pac ien tes d e  EA incubadas en  au sen c ia  de  15d-PGJ2.
4.5. Efecto de la 9,10 dihidro-lSd-PGJi sobre proliferacion celular, niveles de 
p27 y sobre la actividad de PI3-K/Akt.
Se ha sugerido que el anillo de ciclopentenona de 15d-PGJ2 es importante para
desempenar sus funciones biolôgicas (Paumi y cols., 2003). El doble enlace entre los
carbonos 9-10 de la molécula participa en la formaciôn de aductos cou grupos SH de
glutation o de residuo de cisteina en proteinas. Por estas razones, flié interesante
explorar si era necesaria la presencia del anillo ciclopentenona para que la ISd-PGJ]
ejerciera su efecto antiproliferativo, asi como para modificar los niveles de p27 y la
actividad de Akt. Para este fin se compararon los efectos del5d-PGJ2 con el anâlogo
9,10 d i h i d r o - 1 5 d - P G J 2 q u e  c a r e c e  d e l  d o b l e  e n l a c e  e n t r e  l o s  C 9 -C 1 0 , p e r o  r e t i e n e  l a
capacidad de activar a PPARy (Paumi y cols., 2003).La estructura de estos dos
compuestos aparece recogida esquemâticamente en la figura 56.
*
COOH COOH
15d-PGJ, 9,10-dihydro-15d-PGJ.
Figura 56 - Estructura de 15d-PGÜ2 y 9,10-dihidro-15d-PGJ2. * Carbonos electrofiiicos.
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En la figura 57 se muestra que tras la administraciôn de 9,10 dihidro-15d-PGJ2 
no se produjo ningùn efecto sobre actividad proliferativa, ni sobre los niveles de p27 en 
células contrôles, pero tampoco sobre linfobiastos de EA, a diferencia de lo observado 
tras la administraciôn de 15d-PGJ2.
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Figura 57.- Efecto de la 9,10 dihidro-ISd-PGJz sobre proliferacion celular y niveles de p27 en 
linfobiastos de Individuos contrôles y EA. Los linfobiastos de Individuos contrôles y d e  p ac ien tes con 
EA s e  cultivaron en medio RPMI con 10% de suero, en  p resencia o ausenc ia  d e  15d-PGJz y 9,10 dihido- 
15d-PGÜ2 a  2,5 pM, duran te 72 h. C ada dfa del experim ento se  tom aron m uestras para el en say o  de 
proliferacion (panel A). T ras la siem bra, s e  recogieron m uestras a  las 24 h, para realizar extractos 
celu lares, con los que s e  realizaron w estern  blots d e  p27'^'’’  ^ (panel B). S e  m uestra el anâlisis
densitom étrico d e  p27  ^ que rep résen ta  la media ± error es tan d a r d e  3 experim entos independientes.
*p<0,05 diferencia significativa con células contrôles, 
d e  15d-PGÜ2.
'p<0,05 con células d e  EA incubadas en ausencia
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También, se observé como se muestra en la figura 58, que el uso de 9,10 dihidro- 
15d-PGJ2 no produjo cambios sobre la actividad de PI3-K/Akt ni en linfobiastos de 
individuos contrôles ni en EA
V éhicule 
ISd-PG Jg 
9 ,10  dihidro-ISd-PG Jg
control EA
+ + + + + +
Ser473pAkt
Akt
Figura 58.- Efecto de la 9,10 dihidro-15d-PGJ2 sobre la actividad de PI3-K/Akt de linfobiastos 
contrôles y de EA. Los linfobiastos de individuos contrôles y pacientes de EA (TIO  ^ m f  ) se  privaron de 
suero durante 24 h. Media hora an tes de la estimulaciôn con 10% FBS se  ahadiô 2,5 pM 15d-PGÜ2 0  2,5 
pM 9,10 dihido-ISd-PGJz. A las 24 h se  recogieron extractos para la determinaciôn por western blot de la 
actividad de Akt.
Dado que la de 9,10 dihidro-15d-PGJ2 mantiene la capacidad de unirse al PPARy, 
estos resultados apoyan la independencia de los efectos de la 15d-PGJ2 en la activaciôn 
del PPARy y la importancia que tiene para sus efectos el doble enlace entre los C9-C10, 
sobre la mayor proliferacion en respuesta al suero de linfobiastos de pacientes con EA.
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1. Caracterizacion de las Imeas linfoblasticas de EA.
En este trabajo se ban utilizado linfocitos inmortalizados con el EBV de pacientes 
de EA y douantes contrôles como modelo experimental.
Los linfocitos inmortalizados con el EBV son capaces de proliferar 
indefinidamente en cultivo. Las Imeas linfoblasticas résultantes retienen el fenotipo y la 
funcion de las células B maduras (Beatty y cols., 1997), expresando marcadores de 
activaciôn y moléculas de adhesion similares a las de células B activadas (Wang y cols., 
1990).
Existen numerosos precedentes en la literatura que demuestran la utilidad de 
células extraneurales para el estudio de enfermedades neurolôgicas (Okada y O ’Brien 
1969; Gasparini y cols., 1997; Conholly 1998). Se reconoce, hoy en dia, que la EA 
présenta también manifestaciones sistémicas, aunque lôgicamente éstas tienen menores 
repercusiones clinicas (Gibson y Huang 2002; Zhang y cols., 2003; Naderi y cols. 
2006). La utilizaciôn de tejidos extraneurales de pacientes de Alzheimer ha permitido la 
identificaciôn de un buen numéro de alteraciones celulares y moleculares que son 
reflejo de fenômenos comparables en el cerebro de los individuos afectados 
(Etcheberrigaray y cols., 1994; Ibarreta y cols., 1998).
Trabajos previos de nuestro laboratorio, pusieron de manifiesto que las lineas 
linfoblasticas derivadas de pacientes de EA, muestran una respuesta proliferativa al 
suero, significativamente mayor que las células de individuos no dementes (Urcelay y 
cols., 2001; Cuevas y cols., 2003, 2005). Esta observaciôn llevô a considerar la 
posibilidad de que esta respuesta diferencial al suero, pudiera ser un reflejo de las 
alteraciones de tipo neoplâsico que se han detectado en necropsias cerebrales de 
individuos con EA (Nagy y cols., 1997a y 1997b). El estudio comparativo de los 
mecanismos que regulan la progresiôn a través del ciclo de division celular en 
linfobiastos de individuos contrôles y pacientes con EA de apariciôn tardia, ha sido el 
principal objetivo de esta tesis.
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Los resultados aqui presentados confirmai! y extienden las observaciones previas 
de nuestro laboratorio indicando una mayor actividad proliferativa de linfobiastos de 
pacientes de EA en relaciôn a la de linfobiastos de individuos no dementes de edad 
similar (Urcelay y cols 2001; Cuevas 2003 y 2005). En la literatura, existen precedentes 
que demuestran cambios en el control del ciclo celular en tejidos extraneurales de 
pacientes de EA. Asi, por ejemplo, cabe destacar el trabajo de Nagy del 2002, realizado 
en un centenar de pacientes de EA, en el que se muestra que los linfocitos de los 
pacientes de EA presentan una sensibilidad mayor a los inhibidores de Gi, como 
rapamicina (Nagy, 2002). Es interesante destacar que estas alteraciones aparecen 
también en individuos con deterioro cognitivo leve. También, se han detectado cambios 
significativos en el control del ciclo celular en fibroblastos de pacientes de EA 
(Tatebayashi y cols., 1995).
La administraciôn de algunos factures de crecimiento y activadores de receptores 
de superficie, en presencia de concentraciones bajas de FBS, no permitiô identificar 
ningùn receptor que pudiera ser selective y significativamente activado en la EA. Por el 
contrario el uso de inhibidores especificos de las principales vias de senalizaciôn celular 
permitiô demostrar la participaciôn de Ca^VCaM en la mayor respuesta proliferativa al 
suero de los linfocitos inmortalizados de pacientes de EA. La administraciôn del ligando 
natural del receptor nuclear PPARy, 15d-PGJ2 impidiô selectivamente el aumento de 
proliferaciôn de los linfobiastos de EA sin afectar la respuesta proliferativa de las 
células contrôles, pero como se discutira mas adelante, los efectos de la ciclopentenona 
fueron independientes de la activaciôn de PPARy.
Las enfermedades neurodegenerativas humanas, aunque afectan a areas distintas 
del cerebro y presentan manifestaciones clinicas diferenciadas, comparten algunas 
caracterfsticas, como la presencia de agregados de proteinas, aumento del dano 
oxidativo y alteraciôn de la homeostasis de Ca^^ (Calne y Eisen, 1990: Mann y cols., 
1997; Troy y cols., 1997). Algunos autores han encontrado evidencias de alteraciones 
en algunas proteinas relacionadas con el ciclo celular en neuronas de pacientes de varias 
enfermedades neurodegenerativas (Husseman y cols., 2000). S in embargo, en este 
trabajo no se han detectado cambios en la actividad proliferativa ni en el contenido
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celular de p27 en linfocitos inmortalizados de pacientes con demencia con cuerpos de 
Lewy en relaciôn a células de individuos no dementes de edad similar. Aunque no se 
puede descartar que se produzcan cambios en los niveles de p27 o de otras proteinas 
relacionadas con el ciclo celular en las neuronas de estos pacientes, estos resultados 
sugieren que no tendrian una manifestaciôn sistémica. Es interesante destacar las 
diferencias funcionales entre lineas linfoblasticas de pacientes de EA o de DCLw.
La utilizaciôn de lineas linfoblasticas de pacientes de EA o de otras demencias 
ofrece ventajas comunes a otros modelos celulares en cuanto a disponibilidad de 
numéro suficiente de células para experimentaciôn, evitando la extracciôn repetida de 
muestras de sangre en una poblaciôn tan vulnerable como la de ancianos con demencia. 
No obstante, es importante validar las observaciones realizadas en este modelo 
experimental, comprobando que se producen observaciones similares en células 
periféricas no transformadas. Los resultados obtenidos indican que también se produce 
una mayor respuesta proliferativa en linfocitos de pacientes de EA que en linfocitos 
contrôles. El anâlisis del ciclo celular, tras la estimulaciôn de células mononucleares de 
sangre periférica con un mitôgeno, que activa preferentemente a los linfocitos B 
(Kuritani y Cooper, 1982), révéla un mayor porcentaje de células en las fases S y G2/M 
del ciclo celular en las muestras de pacientes de EA. Asimismo, se pudo demostrar 
alteraciones en el estado de fosforilaciôn y niveles de p27 en linfocitos B similares a los 
descritos en células inmortalizadas.
2. Alteraciôn en la actividad proliferativa de linfobiastos de pacientes 
con EA.
Trabajos previos de nuestro laboratorio pusieron de manifiesto un aumento en la 
actividad proliferativa de linfobiastos de pacientes de Alzheimer, asi como una distinta 
vulnerabilidad a la muerte celular inducida por la ausencia del suero (Cuevas y cols., 
2003; 2005, Bartolomé y cols., 2006). Uno de los objetivos de este trabajo fue estudiar 
los mecanismos moleculares que subyacen en la mayor respuesta proliferativa al suero 
de linfobiastos de EA. Por esta razôn, se realizô, en primer lugar un estudio comparativo 
de la tasa de proliferaciôn, ciclo celular y niveles de expresiôn de algunas proteinas 
reguladoras del ciclo celular en lineas linfoblasticas de individuos contrôles y de EA.
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La acciôn mitogénica del suero se ejerce mediante la activaciôn de diverses 
receptores de superficie y a través de vias intracelulares de senalizaciôn que 
ùltimamente convergen en la maquinaria del ciclo de divisiôn celular. La proteina de 
retinoblastoma (pRb), as! como las proteinas p l30  y pl07, que pertenecen a la misma 
familia, juegan un papel esencial en la progresiôn a través de la fase Gi del ciclo celular, 
haciendo de intermediarios entre las senales extracelulares y el proceso de transcripciôn 
en el nùcleo (Weingber, 1995). Cuando pRb se encuentra hipofosforilada forma 
complejos inhibitorios con factores de transcripciôn de la familia de E2F (Chellappan y 
cols., 1991). Tras la fosforilaciôn de pRb se libera E2F permitiendo, de este modo, la 
transcripciôn de genes cuyos productos son necesarios para la progresiôn del ciclo 
celular (Helin, 1998).
Los resultados que aqui se presentan confirman observaciones previas de nuestro 
laboratorio, e indican que la pRb es activada en presencia de suero tanto en células 
contrôles como en linfobiastos de EA, ya que se observa un aumento en la fosforilaciôn 
de la proteina en ambos casos.
Los linfobiastos de pacientes con EA muestran un aumento en la expresiôn y en el 
estado de fosforilaciôn de pRb. Esta proteina es fosforilada fundamentalmente por el 
complejo ciclina E/CDK2 (Mittnacht, 1998). En consonancia con la mayor fosforilaciôn 
de pRb en linfobiastos de pacientes de EA, se encontrô en estas lineas celulares un 
aumento signifîcativo en la actividad de ciclina E/CDK2. Sin embargo, el aumento de 
actividad no pudo explicarse por diferencias en los niveles de expresiôn de la ciclina E 
o de CDK2, entre las lineas control y de EA. La actividad de CDK, que depende sobre 
todo de la disponibilidad de ciclina y su uniôn a la quinasa correspondiente (Sherr, 
1994), depende también de otros tipos de regulaciôn, como la fosforilaciôn de residues 
concretes en la subunidad catalitica de CDK o de la uniôn de inhibidores de CDKs de 
bajo peso molecular (Sherr y Roberts, 1995). De acuerdo con observaciones previas, 
estos resultados muestran que los linfobiastos de pacientes con EA tienen un contenido 
mener de uno de estos inhibidores de CDKs, concretamente de p27.
El papel biolôgico de p27 aùn no esta completamente establecido, aunque 
distintos estudios le han otorgado un papel relevante en el control del ciclo celular, el 
cancer y el desarrollo. Una reducciôn moderada en la expresiôn de p27 se considéra
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suficiente para aumentar el riesgo de cancer y de aterosclerosis (Porter y cols., 1997; 
Diez-Juan y Andrés, 2001). Numerosas observaciones realizadas en diverses tipos de 
células en cultives, sugieren la existencia de una relaciôn inversa entre abundancia de 
p27 y estado proliferative de los cultives (Rivard y cols., 1996). Asi por ejemplo, la 
depleciôn de p27 mediante el uso de oligonucleôtidos “antisentido”, aumenta la 
velocidad de proliferaciôn, mientras que la sobreexpresiôn de p27 inhibe la sintesis de 
ADN en células del endotelio vascular (Braun-Dullaeus y cols., 1999) o en células 
procedentes de un carcinoma de tiroides (Vitagliano y cols., 2004). De otro lado, los 
ratones p27'^' son mas grandes que los normales y presentan un aumento de las gônadas, 
adrenales y pituitaria (Fero y cols., 1996). Por otra parte, parece haber una especificidad 
de tejido con respecto a los niveles de p27; los linfocitos, células de la gônada y 
neuronas, expresan niveles altos de p27, mientras que el higado, el rinôn y fibroblastos 
tienen una cantidad relativamente pequena de esta proteina (Nakayama y cols., 1996). 
Una caracteristica comùn de los primeros es que sus células progenitoras son 
fuertemente mitôticas y tienen un ciclo muy activo, pero mas tarde el ciclo se 
interrumpe. Las células se diferencian y durante este proceso, muchas células son 
abocadas a la muerte por apoptosis.
La regulaciôn del contenido celular de p27 se realiza por diversos mecanismos, 
taies como el control transcripcional (Kwon y cols., 1997), la alteraciôn de la traducciôn 
(Millard y cols., 1997) y la degradaciôn, dependiente de ubiquitinizaciôn, por el 
proteasoma (Pagano y cols., 1995). Ademâs, también se ha descrito que la molécula de 
p27 contiene un sitio de reconocimiento de caspasas y puede pues, sufrir un proceso 
proteolitico por este mecanismo (Frost y cols., 2001).
Los resultados que aqui se presentan muestran que la vida media de p27 es 
considerablemente menor en linfobiastos de pacientes de Alzheimer 12 h versus 22 h 
en células contrôles. En la literatura se ha descrito que la vida media de p27 oscila entre 
2 y 44 h, aproximadamente, dependiendo del tipo celular y las condiciones 
expérimentales (Connor y cols., 2003; Vuocolo y cols., 2004). Por otra parte, el hecho 
de que se haya encontrado un aumento de p27 cuando las células son incubadas en 
presencia del inhibidor del proteasoma MG132 sugiere que la degradaciôn de p27 en el 
proteasoma pudiera estar alterada en la EA. De hecho, se han descrito alteraciones la
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actividad del proteasoma en cerebros de EA, aunque no se ha podido establecer 
claramente una relaciôn causal entre este proceso y la muerte neuronal (Checler y cols., 
2000; Ding y Keller, 2003). El proteasoma 26S es un complejo multiprotéico, que se 
encarga de la degradaciôn de un buen numéro de proteinas reguladoras, controlando 
ordenada y temporalmente los niveles de las mismas (King y cols., 1996; Naujokat y 
Hoffman, 2002), asi como de la degradaciôn de proteinas con plegamiento defectuoso 
(Mori, 2000). Este proceso requiere ATP y se inicia mediante la formaciôn de 
conjugados entre la proteina en cuestiôn y moléculas de ubiquitina (Coux y cols., 1996). 
En cerebros de pacientes con EA se han encontrado niveles elevados de una forma 
mutada de ubiquitina, que aunque puede formar conjugados con distintas proteinas, 
éstos no son posteriormente susceptibles de proteôlisis (Lam y cols., 2000). Asimismo, 
algunos de los componentes enzimâticos del proteasoma parecen sufrir una mayor 
oxidaciôn e inactivaciôn en cerebros de EA que en individuos contrôles, como se 
deduce de un anâlisis comparativo por técnicas de proteômica (Castegna y cols., 2002).
La uniôn de la ubiquitina a la proteina diana es mediada por al menos très 
enzimas: enzima activadora de ubiquitina (E l), enzima conjugadora de ubiquitina (E2) 
y la enzima ubiquitin ligasa (E3) (Schefftier y cols., 1995). La principal responsable del 
reconocimiento de la proteina diana es la E3. Se piensa que hay dos tipos mayoritarios 
de ubiquitin ligasa que regulan la progresiôn a través del ciclo celular. Por un lado la 
APC/C que es requerida para la separaciôn de las cromâtidas hermanas en anafase y 
salir de la fase M a G2 , mediando la ubiquitinaciôn de mediadores de la anafase como 
las securinas (pdsl o cut2) y de ciclinas mitôticas respectivamente (Funabiki y cols 
1996) y por otro lado el complejo SCF (SKP-Cullin-F-box) que esta implicado en la 
progresiôn a través de Gi a S mediando la ubiquitinaciôn de ciclinas e inhibidores de 
ciclinas importantes en la regulaciôn de esta fase (Feldman y cols., 1997). El complejo 
SCF esta compuesto de componentes invariables como son Skpl, Cull/Cdc53, y Rbxl 
asi como una regiôn variable conocida como proteina “F-Box” que es la responsable 
de unirse por un lado a Skpl y por otro de reconocer el sustrato que va a ser degradado 
(Elledge y Harper, 1998; Krek, 1998; Patton y cols., 1998; Deshaies, 1999). Se han 
descrito un gran numéro de proteinas “F-Box”, que en combinaciôn con la regiôn
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invariable asi como su interacciôn con E2 hace que la via de ubiquitinaciôn sea 
especifica para multiples sustratos.
Se sabe que la degradaciôn de p27 esta mediada por el complejo SCF**^ ^^  (Pagano 
y cols., 1995), Skp2 es la proteina “F-box” encargada de la degradaciôn de p27 y de 
ciclina E (Nakayama y cols., 2000), mientras que ciclina E se une directamente a Skp2, 
p27 necesita estar fosforilada en Thrl87 para ser reconocida por Skp2; esta uniôn 
résulta en la ubiquitinaciôn y posterior degradaciôn de p27 (Dick y cols., 1997).
A pesar de las alteraciones descritas en la actividad del proteasoma 26S en 
cerebros de pacientes de EA (de Vrij y cols., 2004), no se encontrô diferencias 
significativas en la actividad global del proteasoma ni en la acumulaciôn de proteinas 
ubiquitinadas entre las células contrôles o de EA, que pudieran explicar la disminuciôn 
en el contenido celular de p27 en los linfobiastos de EA. Tampoco se encontraron 
diferencias significativas en los niveles de expresiôn de Spk2 entre ambos tipos de 
células. Por otra parte, no se observaron cambios en la vida media de ciclina E, 
substrato también de Skp2, entre las células contrôles y de EA. En conjunto estos 
resultados indican que la estimulaciôn de la degradaciôn de p27 observada en los 
linfobiastos de pacientes de EA no es el resultado de un aumento generalizado de la 
degradaciôn de proteinas.
Los que aqui se presentan indican que existe una relaciôn inversa entre 
fosforilaciôn de p27 en Thrl87 y contenido celular de p27. Por tanto, la alteraciôn en el 
proceso de fosforilaciôn de p27, mas que diferencias en la actividad del proteasoma, 
parece ser responsable de la disminuciôn en los niveles celulares de p27 en linfobiastos 
de pacientes de EA.
La fosforilaciôn de p27 en Thrl87 esta catalizada por el complejo ciclina E/CDK2 
(Sheaff y cols., 1997). Los resultados obtenidos en esta tesis muestran un aumento 
significative de la actividad de este complejo en las células de EA en respuesta al suero. 
La estimulaciôn de la actividad quinasa, inducida por el suero, no parece estar mediada 
por cambios en los niveles de expresiôn de ciclina E o de CDK2. Estos resultados 
sugieren que la disminuciôn en el contenido celular de p27 y la menor presencia de p27
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en el nùcleo de las células de EA, contribuyen a la estimulaciôn de ciclina E/CDK2, 
resultando en un aumento de la fosforilaciôn de las proteinas de la familia de 
retinoblastoma (Cuevas y cols., 2003, 2005; Munoz y cols., 2005).
3. Papel de la via de senalizaciôn Ca /CaM en el control de 
proliferaciôn de linfobiastos de individuos contrôles y de EA.
Trabajos previos de nuestro laboratorio, habian demostrado que la regulaciôn a la 
baja de p27 y la estimulaciôn de la actividad proliferativa de linfobiastos de EA 
depende de Ca^^/CaM (Cuevas y cols., 2003 y 2005).
A pesar de que se ha descrito que CaM es capaz de interaccionar con la subunidad 
26S del proteasoma (Shen y cols., 2005), en este trabajo no se han encontrado 
evidencias de que los antagonistas de CaM interfieran con la actividad global del 
proteasoma ni con el proceso de ubiquitinizaciôn de las proteinas en linfocitos humanos.
Los resultados aqui presentados indican que la via Ca^VCaM interacciona con la 
cascada de senalizaciôn PI3-K/Akt para regular la progresiôn de las células a través del 
ciclo de divisiôn celular, controlando los procesos de fosforilaciôn y degradaciôn de 
p27. Esta aseveraciôn se basa en las siguientes observaciones: 1) la fosforilaciôn de Akt 
es mayor en células de EA en las que se ha descrito un aumento en la actividad de la 
ruta dependiente de Ca^^/CaM (Ibarreta et al., 1998; Urcelay et al., 2001, Cuevas et al., 
2003), 2) el antagonista de CaM, CMZ, aumenta los niveles de p27 en células de EA, y 
disminuye simultâneamente la fosforilaciôn de p27 en Thrl87 y la fosforilaciôn de Akt 
en Ser473. En consonancia, la vida media de p27 aumenta considerablemente tras el 
tratamiento de los linfobiastos de EA con CMZ, 3) la inactivaciôn de la via de 
senalizaciôn PI3-K/Akt por Ly 294002 reproduce el efecto de CMZ incrementando los 
niveles celulares de p27 y bloquea la estimulaciôn de proliferaciôn, inducida por el 
suero, en los linfobiastos de pacientes de EA. La inhibiciôn de la ruta PI3-K/Akt 
muestra el mismo patrôn temporal que la disminuciôn de los niveles de fosfo-p27 
(Thrl87) y el aumento del contenido celular de p27.
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La acciôn de CaM regulando la actividad de PI3-K/Akt y los niveles de p27 no 
depende de la actividad de CaMKII o de calcineurina, ya que inhibidores selectivos de 
estas dos enzimas no reproducen los efectos de los antagonistas de CaM impidiendo la 
fosforilaciôn de Akt y aumentando el contenido celular de p27.
Los antagonistas de CaM no tienen ningùn efecto sobre proliferaciôn, 
fosforilaciôn de Akt o contenido de p27 en linfobiastos de individuos contrôles. Estos 
resultados sugieren que debe haber un umbral de CaM por encima del cual, las células 
adquieren una ventaja proliferativa. Esta idea esta en consonancia con evidencias 
expérimentales que indican la existencia de una relaciôn lineal entre la concentraciôn 
intracelular y/o actividad de CaM y la capacidad proliferativa (Rasmussen y Means, 
1989).
En relaciôn al control de los niveles celulares de p27 por PI3-K/Akt, se ha 
descrito la participaciôn de esta via de senalizaciôn en la regulaciôn de los procesos de 
transcripciôn y degradaciôn de p27 (Li y Sun, 1998; Dijkers y cols., 2000; Andreu y 
cols., 2005).
A nivel transcripcional, algunos laboratories han demostrado que Akt inhibe la 
activaciôn de los factores de transcripciôn conocidos como FoxO l, Fox03 y Fox04 
mediante la fosforilaciôn de los mismos y su exclusiôn del nùcleo (Kaestner K y cols., 
2000; Brownawell y cols., 2001), estos factores de transcripciôn estân involucrados en 
el control de la expresiôn de p27 y, por tanto, en la proliferaciôn celular (Coqueret, 
2003; Kops y cols., 2000). A nivel postrancripcional, se ha descrito el papel de Akt 
regulando la expresiôn de Skp2 e interviniendo directamente en la fosforilaciôn de p27 
en diversos residuos (Shin y cols., 2002; Motti y cols 2005).
La fosforilaciôn de p27 en diversos residuos, tiene consecuencias importantes 
para la estabilizaciôn, localizaciôn subcelular y degradaciôn de la proteina. Asi, por 
ejemplo, la fosforilaciôn de p27 en Serina 10 (S 10), que da cuenta de 
aproximadamente el 70% de la fosforilaciôn total de la molécula (Ishida y cols., 2000), 
parece jugar un papel importante en la estabilizaciôn de la proteina durante Gq/G i 
(Deng y cols, 2004). Aparentemente, la fosforilaciôn de este residuo promueve el
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transporte de p27 desde el nùcleo al citoplasma (Rodier y cols., 2001; Boehm y cols.,
2002). Aunque aùn se discute cuales son las quinasas que fosforilan este residuo in 
vivo, se ha descrito la participaciôn de la hKIS (human kinase interactin stahmin) 
(Boehm y cols., 2002). Mas recientemente, se ha descrito la fosfororilaciôn directa de 
p27 en SIO por Akt purificada, o expresada, transitoriamente, en cultives celulares 
(Nacusi y Sheaff, 2006). La fosforilaciôn de p27 por Akt en los residuos Thrl57 y Thr 
198 esta bien documentada en numerosos tipos celulares (Viglieto y cols., 2002; Shin 
y cols., 2002; Liang ycols., 2002; Fujita y cols., 2002; Motti y cols., 2004). Estos 
residuos se encuentran en la senal de localizaciôn nuclear (SEN) en el extreme C- 
terminal de la molécula (Fujita y cols., 2002; Sekimoto y cols., 2004). Por esta razôn, 
se ha sugerido que Akt régula el transporte de p27 desde el citoplasma hacia el nùcleo 
(Shin y cols., 2002; Motti y cols., 2005; Viglietto y cols., 2002). La fosforilaciôn de 
estos residuos por Akt, facilita la uniôn de p27 a la proteina 14.3.3 (Fujita y cols., 
2002; Sekimoto y cols., 2004) y previene la uniôn de p27 a la a-importina inhibiendo 
la translocaciôn de p27 hacia el nùcleo (Liang y cols., 2002). La consecuencia de la 
retenciôn de p27 en el citoplasma es la activaciôn del complejo ciclina E/CDK2 (Le y 
cols., 2005). Ademâs, recientemente se ha asignado un papel novel a la fosforilaciôn 
de p27 en Thr 198, regulando la uniôn de p27 a los complejos ciclina/CDKs, de tal 
manera que la fosforilaciôn de p27 en Thrl98 y Thrl87 actuarian sinérgicamente 
controlando los niveles y actividad de p27 y regulando la transiciôn Gi/S del ciclo 
celular (Kossatz y cols., 2006).
En las condiciones expérimentales de este estudio, la mayor actividad de Akt en 
los linfobiastos de pacientes de EA se acompana de un aumento en la actividad del 
complejo ciclina E/CDK2 y de la fosforilaciôn de p27 en Thrl87. Aunque no se ha 
podido determinar la fosforilaciôn de p27 en Thrl57 y Thrl98, mediada por Akt, si se 
ha podido detectar una mayor acumulaciôn de p27 en el citoplasma de las células de 
pacientes, en relaciôn a las células contrôles. El secuestro de p27 en el citosol previene 
la actividad inhibidora de este CDKI y por otra parte aumenta la fosforilaciôn de la 
proteina en Thr 187 y su degradaciôn en el proteasoma.
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El mecanismo molecular mediante el cual CaM régula la actividad de PI3-K/Akt 
no se conoce con precision. En la literatura, se ha descrito un papel de la via Ca^VCaM 
en la activaciôn de PI3-K/Akt en diversos tipos celulares (Pérez-Garcla y cols., 2004; 
Cheng y cols., 2003). PI3-K cataliza la reacciôn que da como productos el fosfatidil 
inositol 3-4 bifosfato (PIP2) y fosfatidil inositol 3,4,5 trisfosfato (PIP3). PIP2 y PIP3 se 
unen a un subgrupo de proteinas, entre las que se encuentra Akt, que contienen 
dominios plecstrina (PH) de uniôn a fosfolipidos (Downes y cols., 2005; Wymann y 
Marone, 2005). Estos fosfolipidos sirven como anclaje de Akt, facilitando su 
translocaciôn a la membrana plasmâtica, donde es fosforilada (Song y cols., 2005). 
Estudios previos, utilizando co-inmunoprecipitaciôn de CaM y PI3-K y cromatografîa 
de afmidad, demostraron que CaM es capaz de asociarse con dominios SH2 de la 
subunidad reguladora de 85 KDa de PI3-K, aumentando su actividad tanto in vitro 
como en cultivos celulares (Joyal y cols, 1997; Pérez-Garcia y cols., 2004). Ademâs, se 
ha descrito la existencia de una secuencia consenso de uniôn a CaM en la subunidad 
catalitica pl lO de PI3-K (Fischer y cols., 1998). Por oro lado, se ha descrito que la 
disminuciôn de Ca^^ intracelular o la inhibiciôn de CaM inhibe la activaciôn de Akt 
(Egea y cols., 2001; Cheng y cos., 2003; Shin y cols., 2006). La expresiôn de formas 
mutantes de CaM en cada uno de los 4 sitios de uniôn a Ca^^ impide la estimulaciôn de 
Akt por el factor neurotrôfico de cerebro (BDNF) (Cheng y cols., 2003). Asimismo, el 
tratamiento con diferentes antagonistas de CaM no relacionados estructuralmente como 
la trifluoperacina, el W-13 o el CMZ, es capaz de bloquear la activaciôn de Akt y 
restaurar la actividad transcripcional de la familia de factores de transcripciôn FOX en 
células PTEN-/- (Kau y cols., 2003). Por otra parte, CaM podria activar directamente a 
Akt, pues se ha descrito recientemente que estas dos proteinas son capaces de formar 
complejos in vitro (Deb y cols., 2004), lo que podria facilitar la translocaciôn de Akt a 
la membrana plasmâtica para su fosforilaciôn. Ademâs, Akt es fosforilada directamente 
por CaM quinasa quinasa (CaM KK), de manera dependiente de Ca^^ (Yano y cols., 
1998). Cuâl de estos mecanismos es el que prédomina en linfocitos humanos todavia no 
lo sabemos, necesitando para ello investigaciones futuras.
La causa de la aparentemente mayor actividad de la ruta dependiente de 
Ca^VCaM en linfobiastos de EA se desconoce, pero se han descrito cambios 
significativos en la homeostasis de Ca^^ en estas células (Ibarreta y cols., 1997). Los
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iones son esenciales en los procesos de aprendizaje y memoria (Mattson y Chan, 
2003) y la perturbaciôn de la homeostasis iônica se considéra una de las causas de la 
neurodegeneraciôn en la EA (LaFerla, 2002). CaM es el mas importante receptor 
intracelular de Ca^^. Se ha descrito que CaM juega un papel relevante para la 
supervivencia, tanto de células neuronales (Egea y cols., 2001; Cheng y cols., 2003), 
como de células de linfoma de polio, (Schmalzigaug y cols., 2001) o de carcinoma de 
mama (Deb y cols., 2004). La importancia de la molécula de CaM para la supervivencia 
de las células de mamiferos queda reflejada en el hecho de que sea codificada por très 
genes en cromosomas separados (Berchtold y cols., 1993) y que su secuencia se ha 
conservado en el proceso evolutivo, siendo idéntica en distintas especies (Toutenhoofd 
y Sthrehler, 2000). Aunque no se puede concluir si se producen cambios en la 
expresiôn de CaM en células de pacientes, todo induce a pensar que la respuesta 
exacerbada en los flujos y/o fijaciôn de Ca^^ que se produce en linfobiastos de EA 
(Ibarreta y cols., 1997), sea un factor importante en la actividad exacerbada de la 
cascada de senalizaciôn dependiente de Ca^VCaM.
Aunque los resultados obtenidos en células extraneurales de pacientes de EA no 
son directamente extrapolables a lo que sucede en el cerebro, es interesante destacar que 
alteraciones similares se han detectado en cerebros de pacientes de EA. Asi, por 
ejemplo, se ha relacionado alteraciones en la cascada de senalizaciôn PI3-K/Akt con el 
P-amiloide, los ovillos neurofîbrilares y con la pérdida neuronal en EA (Stein y cols.,
2002). Se ha detectado un incremento de Akt fosforilada en Ser473 en neuronas de la 
corteza temporal de EA (Rickle y cols., 2004). La sobreactivaciôn de Akt en cerebros de 
pacientes con EA esta acompanada por un incremento en los niveles de fosforilaciôn de 
sustratos de Akt como son GSK3B, mTOR, tau y bajos niveles de p27 (Griffin y cols., 
2005). Otros autores han observado un aumento en los niveles de fosfo-p27 (Thrl87) 
en el citoplasma de neuronas vulnérables en la EA en asociaciôn con ovillos 
neurofibrilares y neuritas distrôficas (Ogawa y cols., 2003). Se ha considerado que la 
sobreactivaciôn de la via PI3-K/Akt, normalmente asociada al control de la 
supervivencia celular en cerebros de pacientes con EA, pudiera ser una respuesta de las 
neuronas para compensar danos provocados por la enfermedad (Marino y cols., 2002). 
Sin embargo, el incremento de activaciôn de esta via en neuronas postmitôticas podria.
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eventualmente, inducir la muerte celular, como consecuencia de sus efectos en 
proteinas reguladoras del ciclo celular.
En conjunto, estos resultados, obtenidos en células periféricas de pacientes de EA, 
disfunciôn de la via de senalizaciôn PI3-K/Akt, niveles disminuidos de p27, similares a 
los descritos en neuronas vulnérables del cerebro de pacientes de EA, suponen un apoyo 
adicional a la hipôtesis de que la EA es una enfermedad sistémica (Eckert y cols., 1994; 
Gibson y Huang 2002; Nagy y cols., 2002). Por otra parte, se infiere que los linfocitos 
inmortalizados de pacientes de EA son un modelo experimental adecuado para el 
estudio de perturbaciones funcionales relevantes para la EA.
4. Papel del PPARy en el control de proliferacion de linfobiastos de 
individuos contrôles y de EA.
Los PPARs se describieron inicialmente como receptores nucleares que median 
los efectos de ciertos compuestos llamados proliferadores de peroxisomas sobre la 
expresiôn génica. Como otros receptores nucleares, los PPARs actùan uniéndose a sus 
elementos de respuesta (PPREs) en los genes diana (Berger y Moller, 2002). Hasta el 
momento, se han identificado très tipos: a , p, y y. El PPARy se expresa, 
fundamentalmente en el tejido adiposo y en el sistema inmune, pero se ha postulado que 
juega un papel importante en la regulaciôn de la sensibilidad del cerebro a ciertos 
estimulos (Watson y Craft, 2003). La actividad de este receptor nuclear/factor de 
transcripciôn, que forma heterodimeros con el receptor de retinoides (RXR), depende de 
su uniôn a ligandos especificos. Se ha descrito una variedad de ligando s sintéticos y 
naturales para el PPARy, entre ellos destacan la ciclopentenona 1 Sd-PGJ], ligandos 
hipolipidémicos como los flbratos, los antiinflamatorios no esteroideos o drogas 
antidiabéticas como las tiazolidinedionas (glitazonas) como troglitazona, pioglitazona y 
rosiglitazona (Chineti y cols., 2000; Satiel y Olefsky, 1996).
El conocimiento de los efectos de la activaciôn de PPARy en relaciôn a la EA 
tiene un considerable interés como potencial farmacolôgico. En primer lugar, hay que 
destacar sus efectos antiinflamatorios inhibiendo la liberaciôn de TNF-a e ILl-b y 
suprimiendo la actividad de COX-2 (ciclooxigenasa-2) y de la forma inducible de la
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ôxido-mtrico sintasa (iNOS) (Subbaramaiah y cols., 2001; Petrova y cols, 1999). 
También, en el sistema nervioso se han descrito efectos de la activaciôn de PPARy en 
los astrocitos y la microglia (Kielan y Drew, 2003). La activaciôn de PPARy tiene 
efectos neuroprotectores en cultivos neuronales (Luna-Medina y cols., 2003) y en 
cerebros de rata (Zhao y cols., 2006). Ya se habia mencionado que la inflamaciôn juega 
un papel relevante en la patogénesis de la EA, que se produce como consecuencia de la 
activaciôn de astrocitos y microglia y la consecuente liberaciôn de moléculas pro- 
inflamatorias. En el tratamiento de la neuroinflamaciôn en la EA, es importante séparai 
los efectos antiinflamatorios de la funciôn fagocitica de la respuesta inmune, ya que, 
ésta puede tener un papel neuroprotector (Ard y cols., 1996). La activaciôn de PPARy 
parece cumplir esta dualidad y por ello, se propuso utilizar ligandos de PPARy como 
tratamiento para la EA (Gasparini y cols., 2004; Landreth y Heneka, 2001; Feinstein
2003). El descubrimiento de efectos anti-amiloidogénicos y antineoplâsicos de ciertos 
ligandos de PPARy supuso un nuevo impulso para la utilizaciôn de estas drogas en 
pacientes de EA (Pasinetti, 2002).
La 15d-PGJ2 es el ligando natural de PPARy, muestra una gran afmidad 
(Kd=300pM) y destaca entre los otros ligandos por su potente efecto antiinflamatorio 
(Jiang y cols., 1998). Se ha demostrado que aumenta la generaciôn de esta 
ciclopentenona en el curso de la inflamaciôn (Gilroy y cols., 1999) y se ha propuesto 
que contribuye a su resoluciôn a través de varios mecanismos (Castrillo y cols., 2000; 
Rossi y cols., 2000). Ademâs, la 15d-PGJ2 parece tener efectos neuroprotectores en 
distintos modelos de enfermedades neurodegenerativas como la ELA o la EA (Klegeris 
y cols., 2005).
Por otra parte, la 15d-PGJ2 tiene efectos antimitogénicos y proapoptôticos en 
numerosos tipos celulares (Han y cols., 2001; Kersten y cols., 2000), por esta razôn, 
pareciô interesante considerar la posibilidad de que la ciclopentenona pudiera ejercer 
sus efectos neuroprotectores actuando también sobre el ciclo celular.
Los resultados aqui presentados muestran que la administraciôn de 15d-PGJ2 
bloquea el aumento de actividad antiproliferativa en respuesta al suero de linfobiastos
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con EA. En efecto, se pudo observai que la incubaciôn de células con concentraciones 
crecientes de 15d-PGJ2 inhibiô el crecimiento celular e indujo apoptosis de manera 
dosis dependiente. Las células de pacientes con EA fueron mas sensibles a la 15d-PGJ2 
que las células contrôles. A dosis bajas, la 15d-PGJ2 bloqueô selectivamente el aumento 
de proliferaciôn en respuesta al suero de linfobiastos de EA, sin altérai la tasa basai 
normal de proliferaciôn.
Los linfobiastos de individuos contrôles y de pacientes con EA expresan niveles 
significativos de PPARy y la activaciôn de PPARy valorada por la uniôn ADN-PPARy 
en presencia del ligando, ocurre tanto en las células contrôles como en las de pacientes 
con EA. Sin embargo, el efecto antiproliferativo de 15d-PGJ2 parece ser independiente 
de la activaciôn del PPARy . En primer lugar, antagonistas especificos de PPARy como 
GW9662 y T0070907 no fueron capaces de bloquear el efecto antiproliferativo de la 
15d-PGJ2; en segundo lugar, otros ligandos del PPARy taies como tiazolidinedionas, 
como las rosiglitazonas o los AlNEs, como la Indometacina, no reprodujeron los efectos 
de la 15d-PGJ2 en las células de pacientes con EA y, en tercer y ultimo lugar, el uso de 
9-cis-retinoico no aumentô la inhibiciôn inducida por la 15d-PGJ2 de los linfobiastos de 
pacientes con EA cuando las células fueron simultâneamente tratadas con ambos 
ligandos.
Estos resultados estân de acuerdo con otros previos que han descrito efectos de la 
15d-PGJ2 independientes del PPARy en otros tipos celulares, incluyendo células del 
sistema nervioso (Boyault y cols., 2001; Janabi, 2002).
Los resultados presentados muestran que la 15d-PGJ2 inhibe el aumento de 
proliferaciôn en respuesta al suero de células de pacientes con EA atenuando la 
actividad de algunos reguladores claves del ciclo celular que controlan la progresiôn de 
G] a S. Particularmente, previno el aumento de la actividad del complejo ciclina 
E/CDK2 y por ende, la fosforilaciôn de pRb en respuesta al suero de las células de EA. 
Este efecto se acompanô de un incremento en los niveles de inhibidor de CDK, p27.
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La adicciôn de 1 Sd-PGJi no tuvo efectos en la activaciôn del complejo ciclina 
E/CDK2, ni en el estado de fosforilaciôn de pRb en células contrôles, pero redujo 
significativamente la actividad del complejo ciclina E/CDK2 y los niveles de la forma 
hiperfosforilada de pRb en linfobiastos de pacientes con EA. El tratamiento con 15d- 
PGJ2 en las células de pacientes con EA incrementô los niveles de p27, igualândolos a 
los niveles encontrados en células contrôles. Estos resultados estân en consonancia con 
trabajos previos que indican que ligandos del PPARy inducen la acumulaciôn de p27 en 
otros tipos celulares (Azuma y cols., 2004; Motomura y cols., 2003).
Los resultados que aqui se presentan indican que el aumento de los niveles de p27 
en linfobiastos de EA mediado por la 15d-PGJ2 se debe a una reducciôn en la tasa de 
degradaciôn de p27. La vida media de esta proteina aumentô tras la administraciôn de 
15d-PGJ2, hasta valores similares a los encontrados en células contrôles. Se han descrito 
efectos similares de la 15d-PGJ2, regulando a nivel postranscripcional, los niveles de 
otras proteinas taies como p53, implicadas en procesos de supervivencia/proliferaciôn 
celular (Shibata y cols., 2003).
Aunque se ha descrito que la 15d-PGJ2 tiene efectos electrofiiicos y puede 
interaccionar covalentemente con componentes proteicos del proteasoma (Mullally y 
cols., 2001; Shibata y cols., 2003; Ishii y cols 2005), no se apreciaron cambios en la 
actividad del proteasoma ni en la ubiquitinizaciôn de proteinas tras el tratamiento con 
15d-PGJ2. Tampoco se encontraron diferencias significativas en los niveles de Skp2 en 
presencia de 15d-PGJ2, como se ha descrito en otros tipos celulares, en los que la acciôn 
de agonistas de PPARy, regulando los niveles celulares de p27, se ha asociado con 
cambios en la expresiôn de la proteina receptora del complejo SCF (Koga y cols.,
2003).
De forma similar a lo que se observaba con los antagonistas de CaM, la 
administraciôn de 15d-PGJ2 a linfobiastos de EA redujo considerablemente la 
fosforilaciôn de p27 en Thrl87, facilitando de este modo la degradaciôn de la proteina 
en el proteasoma.
Se sabe que la 15d-PGJ2 modula las vias de senalizaciôn MAPK, Ras, Rho y PI3- 
K/Akt (Takeda y cols., 2001; Chen y Tseng, 2005; Oliva y cols., 2003; Rovin y cols..
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2002; Wakino y cols., 2004), las cuales podrian eventualmente contribuir a la 
acumulaciôn de p27 (Delmas y cols., 2001), a través de cambios en la fosforilaciôn de 
la molécula. Como se habia mencionado, los resultados han demostrado que la cascada 
de senalizaciôn PI3-K/Akt, pero no la senalizaciôn a través de MAP quinasas, esta 
implicada en la mayor respuesta proliferativa de los linfobiastos derivados de pacientes 
de EA. La activaciôn de Akt contrôla el estado de fosforilaciôn y la localizaciôn 
subcelular de p27, regulando de esta forma la actividad del complejo ciclina E/CDK2 y 
el transite de las células a través de Gi/S. La administraciôn de 1 Sd-PGJz impide la 
activaciôn de Akt inducida por el suero en linfobiastos de pacientes de EA, sin afectar la 
fosforilaciôn de Akt en células contrôles. Estos resultados sugieren que la ISd-PGJi 
actùa en un sitio de la cascada de senalizaciôn superior a Akt.
La observaciôn de que el anâlogo de la ISd-PGJ], 9,10 dihidro-lS-PGJ], que 
carece del anillo ciclopentenona no es capaz de inhibir la actividad proliferativa, ni de 
inhibir la activaciôn de Akt e incrementar los niveles de p27 en linfobiastos de EA, 
indica que la presencia del doble enlace entre los carbonos 9-10 es importante para los 
efectos de la 15d-PGJ2. Puesto que el anâlogo 9,10 dihidro-15d-PGJ2 retiene la 
capacidad de activar PPARy, estas observaciones suponen un apoyo adicional a que los 
efectos de 15d-PGJ2 en linfobiastos de pacientes de EA no son mediados por este factor 
de transcripciôn. La 9,10 dihidro-15d-PGJ2 se disefiô como un anâlogo de 15d-PGJ2 
incapaz de formar conjugados con glutation (GSH), para estudiar la importancia de los 
grupos tioles en los efectos de la 15d-PGJ2 (Paumi, 2003). El hecho de que no tenga 
efectos en los linfobiastos de pacientes de EA abre la posibilidad de que la distinta 
sensibilidad a las acciones de la 15d-PGJ2 entre linfobiastos de EA y donantes contrôles 
pudiera deberse, entre otros factores, a cambios en el contenido celular de GSH.
Las ciclopentenonas son compuestos reactivos que poseen un grupo a,P carbonilo 
no saturado que le permite formar conjugados con los grupos sulfidrilos de los residuos 
de cisteina en las proteinas y glutation, modificando de esta forma la funciôn de ciertas 
proteinas y alterando el estado redox celular (Narumiya y cols., 1987; Parker, 1996). 
En estas interacciones también participa el doble enlace en la posiciôn 13 (Sânchez- 
Gômez y cols., 2004). La formaciôn de aductos de Michael entre 15d-PGJ2 y ciertos
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componentes de NF-kB esta bien documentada (Cemuda-Morollôn y cols., 2001; 
Rossi y cols., 2000; Jiang y cols., 1998). Sin embargo, hasta la fecha solo se ha 
identificado un numéro limitado de proteinas modificadas por el tratamiento con 15d- 
PGJ2 . Entre ellas, destacan algunas proteinas del citoesqueleto y otras reguladas por el 
estado redox (Stamatakis y cols., 2006).
No hay constancia de que la 15d-PGJ2 pudiera formar aductos con alguno de los 
componentes de la cascada de senalizaciôn Ca^VCaM/PI3-K/Akt. Sin embargo, se ha 
descrito la modulaciôn de la cascada de senalizaciôn PI3-K/Akt, mediada por H-Ras 
formando complejos con 15d-PGJ2 (Oliva y cols., 2003). Otros autores han descrito un 
efecto inhibidor de 15d-PGl2 sobre la actividad de PI3-K/Akt en astrocitos de rata, de 
manera independiente de la activaciôn de PPARy (Giri y cols., 2004). La secuencia de 
aminoâcidos de CaM no contiene residuos de cisteina, pero cabe la posibilidad de que 
otras proteinas que se unen a CaM, distintas a CaMKII o calcineurina, pudieran ser 
modificadas por 15d-PGJ2 y perturbar de esta forma la senalizaciôn a través de esta via. 
Asi, por ejemplo, se ha descrito que CaM interacciona con dominios SH2 de la 
subunidad p85 de PI3-K siendo esta interacciôn mas fuerte en el dominio SH2 del 
extreme carboxilo que la encontrada en el dominio amino terminal. Como consecuencia 
de esta interacciôn se ha descrito una mayor actividad de PI3-K (Joyal y cols., 1997).E1 
anâlisis de la secuencia de aminoâcidos de la subunidad p85 de PI3-k confirma la 
existencia de residuos cisteina en el dominio SH2 del extreme carboxi-terminal de la 
proteina, la uniôn de la 15d-PGJ2 a estos residuos podria explicar, tal vez, la menor 
actividad de la via PI3-K encontrada en linfobiastos de EA tras el tratamiento con 15d- 
PGJ2 sin que se encontrara efecto en células contrôles. También la molécula de Akt 
présenta dos cisteinas prôximas a los residuos susceptibles de fosforilaciôn importantes 
para su activaciôn, Cys 310 y Cys 460, prôximas a la Thr308 y Ser478 respectivamente.
Las ciclopentenonas no pueden considerarse productos inertes debido a su 
capacidad de modificar covalentemente ciertas proteinas, sin embargo, el hecho de que 
la 15d-PGJ2 no tenga efectos apreciables, a dosis bajas, en linfobiastos de donantes 
contrôles, sugiere que su administraciôn no debe producir efectos citotôxicos de 
importancia.
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Aunque los resultados aqui presentados, obtenidos en células extraneurales, no 
son directamente extrapolables al SNC, la actividad antiproliferativa de la 15d-PGJ2, 
regulando los niveles de p27, pudiera tener un efecto neuroprotector impidiendo que las 
neuronas de las areas cerebrales vulnérables en la EA, atraviesen el punto critico Gi/S 
de control del ciclo celular
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Conclusiones
1. Las lineas linfoblasticas de pacientes de EA retienen la capacidad de los linfocitos no 
transformados de responder mas intensamente a la activaciôn mitogénica y de 
expresar menores niveles de p27 '^^^ que los linfocitos de donantes no dementes de 
edad aproximada; demostrando la utilidad de linfocitos inmortalizados como modelo 
experimental para el estudio de perturbaciones funcionales relevantes de la patologia 
de Alzheimer.
2. La perturbaciôn de las interacciones moleculares entre las vias de senalizaciôn 
dependientes de Ca^VCaM y PI3-K/Akt, parece ser responsable de las alteraciones 
en los procesos de proliferaciôn y regulaciôn del contenido celular de p27 en 
linfobiastos de pacientes con EA.
3. Los linfocitos de EA muestran una mayor activaciôn de PI3-K/Akt y de ciclina 
E/CDK2, en respuesta al suero, que se acompana de cambios reciprocos en los 
niveles de p27 y de la forma fosforilada de p27 en el residuo Thr 187. La adiciôn de 
antagonistas Ca^VCaM restaura los niveles celulares de p27, la actividad de PI3- 
K/Akt y la velocidad de proliferaciôn a niveles similares a los de las células 
contrôles.
4. El incremento de fosforilaciôn de p27 en Thrl87, observado en linfobiastos de EA, 
es responsable de la mayor velocidad de degradaciôn de p27 en el proteasoma. La 
velocidad de recambio de otras proteinas reguladoras del ciclo celular, asi como la 
ubiquitinaciôn de proteinas o la actividad global del proteasoma no se ven afectadas 
por la enfermedad.
5. El tratamiento de linfobiastos de EA con el ligando de PPARy, ISd-PGJi, previene el 
aumento de de proliferaciôn y disminuciôn de p27, inducidos por el suero.
6. Los efectos de 1 Sd-PGJi son independientes del PPARy y requieren la presencia del 
doble enlace entre los carbonos 9 y 10 de la molécula. Estos resultados sugieren que 
la 15d-PGJi podria modificar la actividad de proteinas relevantes formando aductos 
con grupos sulfidrilos.
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7. La 15d-PGJ2 previene la mayor activacion de Akt de linfoblastos de EA, en 
respuesta al suero, sin afectar a la fosforilacion de Akt en las células contrôles, 
sugiriendo que actùa en un punto superior de la cascada de senalizaciôn.
8. La inhibiciôn de Akt por la ISd-PGJ] en linfoblastos de EA previene la fosforilacion 
de p27 e impide la degradaciôn de p27 por el proteasoma.
9. Aunque los resultados presentados en esta tesis, obtenidos en células 
extraneuronales no son directamente extrapolables al SNC, la actividad 
antiproliferativa de la ISd-PGJi, regulando los niveles de p27, pudiera tener un 
efecto neuroprotector impidiendo que las neuronas de las areas cerebrales 
vulnérables en la EA, atraviesen el punto critico Gi/S de control del ciclo celular.
10. En conjunto, estas observaciones realizadas en células periféricas de pacientes de 
EA, disfunciôn de la via de senalizaciôn PI3-K/Akt, niveles disminuidos de p27, 
similares a los descritos en neuronas vulnérables del cerebro de pacientes de EA, 
suponen un apoyo adicional ala hipôtesis de que la EA es una enfermedad sistémica.
11. Por ultimo, se piensa que los resultados de esta tesis, obtenidos en células 
extraneuronales, fâcilmente accesibles, aportan algunas claves al estudio de la 
patogénesis de la EA y podrian, eventualmente, tener interés para el diagnôstico y la 
bùsqueda de dianas terapéuticas.
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